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RESUMO
Azospirillum brasilense é um diazotrofo aeróbio encontrado em associação 
com raízes de diversas plantas de interesse comercial. Em Azospirillum brasilense as 
proteínas da família PII, GlnB e GlnZ, participam da regulação do metabolismo de 
nitrogênio, atuando como sinalizadoras dos níveis de amónio intracelular. Mutantes 
glnB são incapazes de fixar nitrogênio. Enquanto que mutantes glnZ  são capazes de 
fixar nitrogênio. Neste trabalho, a participação destas proteínas no metabolismo de 
nitrogênio foi examinada utilizando estirpes mutantes de A. brasilense e plasmídeos 
expressando genes glnB  e glnZ  contendo mudanças de uma ou duas bases. As 
estirpes mutantes utilizadas foram A. brasilense 7628 (glnB negativo), 7611 (glnZ  
negativo) e 2812 (glnBglnZ  negativo). Os derivados dos genes glnZ  e glnB de A. 
brasilense obtidos foram g/«ZY51-F, g/«ZI45-T,R101-C, g/«i?L13-P; glnBV  100-A. 
Os resultados obtidos revelaram que GlnB é essencial para a regulação normal de 
sistema Ntr, provavelmente regulando a concentração de NtrC-P, de acordo com os 
níveis celulares de amónio. A proteína GlnZ, por outro lado, aparentemente substitui 
parcialmente GlnB no mutante 7628. Os resultados mostraram também que resíduo 
V I00 da proteína GlnB é importante, embora não essencial, para a interação de 
GlnB com NtrB, uma vez que essa proteína mutante complementou parcialmente o 
mutante glnB negativo de A. brasilense. Entretanto, o gene mutante glnBVlOO-A não 
complementou o fenótipo N if negativo do mutante 7628, sugerindo que esta forma 
de GlnB não interage com a proteína NifA de A. brasilense. O resíduo L13 é 
essencial para a atividade de GlnB: a sua substituição por P causa a perda da 
capacidade de GlnB ativar NifA e sinalizar níveis de nitrogênio para o sistema Ntr. 
O plasmídeo contendo o gene mutante glnZY51-¥ não foi capaz de complementar o 
fenótipo de reativação da nitrogenase após choque de amónio (0,2 mmol/L) e o 
transporte de metilamônio no mutante glnZ  negativo 7611 de A. brasilense, 
sugerindo que a uridililação desta proteína é essencial para a sinalização dos níveis 
de nitrogênio intracelular no sistema DraT/DraG e para o transporte de amónio. Os 
resíduos 145 e R101 da proteína GlnZ, altamente conservados nas proteína da 
família PII, são importantes para a transdução de sinal para o sistema DraT/DraG, 
mas não alteraram a capacidade de GlnZ em controlar o transporte de metilamônio 
em A. brasilense. O desligamento parcial da nitrogenase por adição de íons amónio 
do mutante AmtB reforça a hipótese da existência de um segundo sistema de 
transporte de amónio em A. brasilense. Os resultados desse trabalho reforçam a 
diferença funcional das proteínas PII de A. brasilense e apóiam a sugestão de que 
GlnB é o regulador primário da atividade do sistema de dois componentes NtrB- 
NtrC e que GlnZ controla o transporte de amónio de alta afinidade via AmtB. 
Finalmente, a análise do conjunto dos resultados implica que a concentração 
intracelular destas proteínas e a regulação temporal de sua síntese são elementos 




Os principais elementos químicos presentes nos sistemas biológicos são o carbono, 
nitrogênio, oxigênio e o enxofre. Todos esses elementos estão sujeitos a processos cíclicos 
na natureza. Como exemplo, no ciclo do carbono, as plantas verdes utilizam-se da 
fotossíntese para converter o C 0 2 da atmosfera em biomassa vegetal. Os animais, por sua 
vez, alimentam-se das primeiras digerindo-as e, usando os seus compostos carbonados na 
respiração, devolvendo carbono ao ar na forma de C 0 2. Entretanto, entre os ciclos deste 
quatro elementos fundamentais, o mais importante em termos ecológicos e econômicos é o 
ciclo do nitrogênio.
1.1 O CICLO DO NITROGÊNIO
O ciclo do nitrogênio envolve os processos de assimilação do nitrogênio, 
amonificação, nitrificação, desnitrificação e fixação de nitrogênio (POSTGATE, 1987) 
(Figura 1). A assimilação do nitrogênio refere-se à incorporação biológica do nitrogênio 
em biomoléculas a partir de compostos nitrogenados fixados.
Figura 1: O ciclo biológico do nitrogênio (POSTGATE, 1987).
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O termo nitrogênio fixado refere-se a qualquer composto de nitrogênio que não o N2, 
como exemplo o nitrato, nitrito, amónio, aminoácidos ou nucleotídeos.
A amonificação é o processo de retomo do nitrogênio presente em compostos 
orgânicos a amónia, um processo praticamente inverso ao da assimilação. A enzima 
glutamato-desidrogenase catalisa a formação de um ceto-ácido e amónia a partir de 
aminoácidos. A amónia também pode ser liberada a partir de aminoácidos a partir da ação 
de desaminases, promovendo a hidrólise de aminoácidos, e de amidas.
Na nitrificação, a amónia é convertida a nitrato e nitrito. Este processo ocorre 
amplamente no grupo das bactérias nitrificantes. Essas bactérias são organismos 
quimiotróficos e utilizam a energia da oxidação da amónia para fixar gás carbônico. 
Embora a amónia seja um nutriente utilizável pelos vegetais, o nitrato é mais eficiente e é 
preferido pela maioria das plantas. Desta forma, a nitrificação toma o nitrogênio mais 
disponível para as plantas. Entretanto, a amónia é mais retida pelo solo do que o nitrato, de 
forma que, a nitrificação pode resultar em perda de nitrogênio do solo. (POSTGATE, 
1987).
O processo de desnitrificação é comum a algumas bactérias, como os gêneros 
Pseudomonas, Micrococcus e Thiobacillus e envolve a redução do nitrato a dinitrogênio, o 
qual é liberado e toma-se parte da atmosfera novamente. Esse tipo de processo gera uma
g
perda líquida de nitrogênio fixado dos solos e das águas. Estima-se que cerca de 2 x 10 
toneladas de nitrogênio são perdidas por ano como N2 (POSTGATE, 1987).
A fixação biológica do nitrogênio é a capacidade de alguns organismos, 
denominados diazotrofos, de utilizarem diretamente o dinitrogênio atmosférico (N2) como 
fonte de nitrogênio para o seu crescimento. Essa reação é dependente da atividade de 
nitrogenase, a qual catalisa a conversão do nitrogênio atmosférico (N2) a amónio. Essa 
propriedade é exclusiva a procariotos, e ocorrem em bactérias de vida livre, simbióticas, 
associativas e Arquea. A fixação de nitrogênio é uma importante parte do ciclo deste 
elemento, pois reabastece a biosfera de nitrogênio e compensa a sua perda devido a 
desnitrificação (POSTGATE, 1987).
Introdução 3
Em quase todas as áreas agriculturáveis do mundo, onde não ocorre limitação de 
crescimento vegetal por deficiência de luz solar ou por suprimento hídrico, a produtividade 
é determinada pela disponibilidade de nitrogênio inorgânico no solo. A entrada de novo 
nitrogênio inorgânico na biosfera pela fixação biológica de nitrogênio é o fator limitante de 
produtividade biológica na maioria da superfície terrestre e nas áreas marinhas. Estima-se 
que quantidade de nitrogênio biologicamente fixado produzido nos oceanos gira em tomo 
de 2 x l0 13 g/ano (FALKOWSKI, 1997).
1.2 O USO DE FERTILIZANTES NITROGENADOS
Nitrogênio inorgânico também pode ser obtido artificialmente e utilizado como 
fertilizante. O uso aumentado de fertilizantes nitrogenados químicos resulta numa 
interferência humana no ciclo do nitrogênio. A síntese da amónia é obtida por um processo 
denominado Haber-Bosch, onde ocorre a redução catalítica do nitrogênio a amónia 
(SHREVE, 1980). Esse processo requer uma grande quantidade de hidrogênio: cerca de 
176 kg de hidrogênio são necessários para a produção de 1 tonelada de amónia (SHREVE, 
1980). A reação ainda envolve o emprego de elevadas temperatura e pressão, de maneira 
que esses fatores contribuem para o elevado preço de produção destes fertilizantes. Além 
disso, a aceleração do preço da amónia decorre, sobretudo do aumento no preço do gás 
natural, utilizado como insumo na sua produção nos Estados Unidos e Europa 
(FAIRB ANKS, 2004). Como os Estados Unidos são os maiores consumidores mundiais de 
amónia, os preços do produto normalmente seguem o preço do gás natural praticado 
naquele país. (FAIRBANKS, 2004).
No Brasil a produção de soja atingiu em 2004 cerca de 50 milhões de toneladas de 
grãos de soja no ano (IBGE). A soja é uma cultura com alta demanda pelo nitrogênio e 
para suprir as necessidades médias brasileiras de produtividade (2500 kg/ha), são 
necessários de 300 a 400 kg de N/ha (EMBRAPA). A aplicação de fertilizantes
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nitrogenados para suprir essa demanda inviabilizaria economicamente a cultura no País, 
pois seriam necessários de 1 a 1,5 bilhões de dólares por safra para atender aos 13 
milhões de hectares cultivados no Brasil (EMBRAPA). A tecnologia de utilização da 
simbiose entre soja e bactérias pertencentes às espécies Bradyrhizobium japonicum  e B. 
elkanhi é em grande parte devida aos continuados trabalhos desenvolvidos desde 1960 na 
EMBRAPA. Hoje, bactérias -deste grupo são capazes de suprir plenamente as 
necessidades da cultura de soja com nitrogênio fixado, dispensando o uso de fertilizantes 
nitrogenados, gerando uma grande economia para Brasil (EMBRAPA).
Além dos gastos que envolvem o emprego de fertilizantes nitrogenados às culturas, 
o uso destes elementos aumenta a incidência de danos ecológicos uma vez que cerca de 
50% do fertilizante aplicado é perdido pela ação de chuvas, erosão e atividade bacteriana 
(desnitrificação) (PEDROSA, 1987). Este excesso de NO3 ao sofrer a desnitrificação, 
produz óxido nitroso. O óxido nitroso, juntamente com o dióxido de carbono produzido 
pela queima de carvão para a produção deste tipo de fertilizante, contribuem para o 
aumento do efeito estufa (PEDROSA, 1987). A contaminação de solos pelo nitrato pode 
causar diversos problemas ambientais: a) nitrato é tóxico para humano e animais; b) 
nitrato e nitrito podem ser lavados para rios, lagos e lençóis de água subterrâneos; c) o 
aumento de nitrogênio fixado em aqüíferos induz crescimento de microrganismo, por 
exemplo, algas tóxicas; d) crescimento microbiano causa uma diminuição de oxigênio de 
rios e lagos; e) o óxido nitroso também contribui para a destruição da camada de ozônio 
(HABER PROCESS RESEARCH SITE). Estes fatores têm pressionado a comunidade 
científica mundial no sentido do desenvolvimento de tecnologias agrícolas auto- 
sustentáveis, especialmente aquelas utilizando diazotrofos associados a plantas, como por 
exemplo, a simbiose soja-Bradyrhizobium.
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1.3 Azospirillum brasilense
Azospirillum  spp são bactérias associativas capazes de fixar nitrogênio em 
microaerobiose que foram originalmente isoladas a partir de raízes de gramíneas como 
milho, trigo, sorgo e arroz (TARRAND et al., 1978) Diversos estudos mostraram que estas 
bactérias estão amplamente distribuídas, associadas a várias espécies vegetais, no interior 
de seus tecidos, folhas, caules e no solo (PEDROSA e DOBEREINER, 1988). Os 
microrganismos pertencentes a este gênero têm a capacidade de se associarem a uma 
variedade de espécies vegetais como gramíneas, girassol, tomateiro, tabaco, abacaxi, 
banana, Setaria italica, Aeschynomene aspera, Spinacea oleracea, Brassica chinensis, 
Brassica rapa, Glycine max, (BASHAN e HOLGUIN, 1996; WEB ER et al., 1997). 
Estudos de inoculação em trigo com estirpe selvagem de A. brasilense FP2 (PEDROSA e 
YATES, 1984) contendo um plasmídeo com duplo sistema de marcação (GFP/GUS) 
demonstraram a presença de agregados celulares e bactérias isoladas na superfície da nova 
zona radicular, pêlos radiculares e raízes laterais (RAMOS et al., 2002). Várias células 
foram evidenciadas nos pontos de emergência das raízes laterais e nos espaços 
intercelulares das células epidérmicas da raiz após 30 dias de inoculação (RAMOS et al., 
2002).
A interação Azospirillum-planta pode trazer mútuos benefícios. Sob certas 
condições ambientais, Azospirillum  pode influenciar positivamente o crescimento de 
plantas, a produtividade e a quantidade de nitrogênio da planta. Esse efeito estimulatório 
promovido pela associação Azospirillum-planta têm sido atribuído a uma série de 
mecanismos, incluindo a fixação biológica do nitrogênio (PATRIQUEM et al., 1983; 
BODDEY et al., 1996). Um outro fator importante de promoção do crescimento da planta 
é a produção de substâncias promotoras do crescimento da planta como os fitormônios 
(giberelinas, auxinas, citocininas) produzidos por A. brasilense (BARBIERI et al., 1986, 
OKON et al., 1988, BASHAN et al., 1989 e FAGES et al., 1994). Essas substâncias 
promovem o aumento do número e do tamanho dos pêlos absorventes das raízes, de raízes
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laterais, resultando em aumento do volume e superfície radicular (OKON et al, 1994; LIN 
et al, 1983, revisado por STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000). Como 
conseqüência, as plantas inoculadas têm maior capacidade de absorção de água e 
nutrientes que leva a um crescimento vegetal mais rápido.
A assimilação de fontes de nitrogênio é fundamental para a manutenção da matéria 
viva, uma vez que o elemento nitrogênio é necessário para a produção de aminoácidos, 
nucleotídeos, amino-açúcares, NAD e outras biomoléculas. Portanto, as bactérias 
desenvolveram uma grande variedade de mecanismos para a assimilação de diversas fontes 
ambientais deste elemento, que variam de amónio a dinitrogênio atmosférico (REITZERet 
al., 1996).
A glutamina e o glutamato são os principais doadores de nitrogênio para as reações 
biossintéticas e podem ser assimilados diretamente pelas bactérias. O processamento destes 
substratos envolve menos gasto energético do que o processamento do amónio, o que os 
toma as fontes preferidas de nitrogênio nas bactérias. A utilização de outras fontes 
orgânicas como aminoácidos requer, em geral, primeiramente sua degradação a amónio. A 
utilização de fontes inorgânicas de nitrogênio, como N 0 3 , N 0 2 " e N2 requerem sua 
redução para que ocorra sua assimilação (REITZER et al., 1996).
Azospirillum  apresenta três mecanismos descritos para a utilização de fontes 
nitrigenadas do ambiente; o processo de captação de amónio, o processo de fixação de 
nitrogênio e a assimilação de amónio do meio. Esses mecanismos serão apresentados a 
seguir.
1.3.1 Mecanismos de Assimilação de Nitrogênio
1.3.1.1 Captação de amónio
Á. brasilense apresenta um sistema de captação de amônio/metilamôiiio 
dependente de energia. A proteína AmtB, transportadora desse sistema, apresenta uma
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afinidade de 50pM (Km) por metilamônio (análogo radioativo de amónio) que é 
competitivamente inibida por amónio (Ki = 5pM) (HARTMANN e KLEINER, 1982). 
São atribuídas a esse transportador as funções de captação de traços de amónio em 
concentrações muito baixas e recaptação de pequenas quantidades de amónio que 
escapam da célula por difusão através da membrana (WOOD et al., 1998). Geralmente, o 
interior celular é mais alcalino do que a meio externo, fazendo com que ocorra depleção 
de íons amónio intracelular (Figura 2) (WOOD et al., 1998).
A .
Figura 2: Representação esquemática do ciclo vazamento-recuperação de NFf/N H f na célula 
bacteriana (adaptado de Vande Broek et al., 2000).
O gene amtB de A. brasilense codifica para o transportador de amónio AmtB e tem 
sua transcrição dependente do fator o 54, produto do gene rpoN  e do sistema de dois 
componentes regulatório de nitrogênio (sistema Ntr), NtrB/NtrC (VAN DOMMELEN et 
al., 1998) A proteína AmtB apresenta 12 domínios transmembrana, estrutura típica de 
carreadores de membrana (MARINE & ANDRÉ, 2000; THOMAS et al 2000b; VAN 
DOMMELEN et al., 1998). Mutantes amtB' são incapazes de captar metilamônio e de
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crescerem em baixas concentrações de amónio. Foi observado que esses mutantes não 
perdem a capacidade de captar amónio quando presente em altas concentrações, 
indicando a provável existência de um segundo sistema de transporte de amónio (VAN 
DOMMELEN et al., 1998). De modo diferente das enterobactérias, o gene amtB de A. 
brasilense não forma um operon com os genes glnB ou glnZ  que codificam para as 
proteínas GlnB e GlnZ, respectivamente, proteínas sinalizadoras dos níveis de nitrogênio 
neste organismo (VAN DOMMELEN et al., 1998; THOMAS, G. COUTTS, G. & 
MERRICK, M). De Zamaroczy e colaboradores (1998) reportaram que mutantes g lnZ  de 
A. brasilense apresentam taxa de recaptação de metilamônio duas vezes maior do que a 
estirpe selvagem, sugerindo que a proteína GlnZ regula negativamente o transporte de 
metilamônio. É provável que GlnZ atue regulando a atividade de AmtB pois, ao contrário 
de GlnB, a proteína GlnZ não participa do controle do sistema Ntr, responsável pela 
transcrição de amtB (DE ZAMAROCZY et al, 1998).
1.3.1.2 Fixação de nitrogênio
A. brasilense pode converter nitrogênio atmosférico em amónio sob microaerofilia 
e baixos níveis de nitrogênio pela ação da nitrogenase. O complexo da nitrogenase em A. 
brasilense é composto por duas metalo-proteínas: dinitrogenase (proteína MoFe, produto 
dos genes nifDK) e dinitrogenase redutase (proteína Fe, produto do gene nifH) 
(SCHRANK et al., 1987; FANI et al., 1989). A dinitrogenase, ou proteína FeMo, consiste 
de um tetrâmero a 2(32 e contém 4 centros metálicos de dois tipos: 2 centros P (Fe8-S7) e 
dois cofatores FeMo (MoFeySg-homocitrato), também conhecido como FeMoco. A 
dinitrogenase redutase, ou proteína Fe, consiste de um dímero y2 que contém um núcleo 
Fe4S4 ancorado entre as subunidades y, cuja função é transferir elétrons de um doador 
para a proteína FeMo, dependente de ATP. A nitrogenase é enzima de baixa
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especificidade e reduz o dinitrogênio, acetileno, ácido cianídrico, ácido hidrazóico, óxido 
nitroso e outros compostos com dupla ou tripla ligação (POSTGATE, 1987).
A capacidade da nitrogenase em reduzir acetileno pode ser utilizada para 
determinar a atividade da nitrogenase in vitro e in vivo. O método de redução do acetileno 
a etileno, ambos permeáveis à membrana plasmática, emprega o uso de cromatografia de 
fase gasosa para a detecção destes compostos (DILWORTH, 1966; SCHOLLHORN & 
BURRIS, 1967; HALBLEIB & LUDDEN, 2000).
Todos os diazotrofos estudados apresentam um sistema de nitrogenase Ferro- 
Molibdênio, entretanto, em condições de depleção de molibdênio, alguns organismos 
como Azotobacter vinelandii e Rhodobacter capsulatus sintetizam também uma ou duas 
nitrogenases alternativas contendo como cofator Vanádio-Ferro ou Ferro-Ferro (EADY et 
al., 1996). As nitrogenases contendo molibdênio, vanádio ou ferro são extremamente 
sensíveis ao oxigênio. Essa característica deve-se aos núcleos metálicos que funcionam 
como centros redox doadores de elétrons (HOWARD e REES, 1996).
A estequiometria do processo de redução do dinitrogênio é a seguinte (EADY, 
1986; POSTGATE, 1987):
N2 + 8e ' + 8H+ + 16MgATP 2NH3 + H2 + 16MgADP + Pi
O mecanismo proposto envolve a redução da proteína Fe através de um doador de 
elétrons (como uma ferredoxina ou flavodoxina), transferência de um elétron da proteína 
Fe para a proteína FeMo, reação dependente de hidrólise de 1 molécula de MgATP e, 
finalmente, transferência interna do elétron pelo centro P até o cofator FeMo da proteína 
FeMo. Cada elétron transferido requer um ciclo obrigatório de associação das proteínas 
Fe e FeMo , formando um complexo que se dissocia após a transferência de um elétron 
(HAGEMAN e BURRIS et al., 1978). A formação do complexo tem papel crucial no 
mecanismo enzimático e é necessária para a associação da hidrólise de ATP à 
transferência de elétron. A taxa de dissociação da enzima define a velocidade da enzima,
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que apresenta uma taxa de turnover de aproximadamente 5 s 1 (THOMELY & LOWE., 
1985).
1.3.1.3 Assimilação de amónio
Em A. brasilense o amónio fixado pela nitrogenase ou captado do ambiente (via 
transportador AmtB) pode ser assimilado por duas vias. Uma delas envolve a ação da 
Glutamato Desidrogenase (GDH) e funciona apenas quando a concentração de amónio é 
alta, dada a baixa afinidade desta enzima por NH4+. A reação que ocorre neste sistema é a 
seguinte:
NH4+ + a-cetoglutarato + NAD(P)H glutamato + NADP+
A segunda via, denominada via glutamina sintetase/glutamato sintase 
(GS/GOGAT), envolve duas reações, sendo a primeira reação catalisada pela glutamina 
sintetase ( 1), a segunda catalisada pela glutamato sintase (2) e são apresentadas abaixo 
(WESTBY et al., 1987) :
NH4+ + L-glutamato +ATP —> L- glutamina + ADP + Pi (1)
L- glutamina + a-cetoglutarato + NADPH —> 2-L-glutamato + NADP+ (2)
Essa segunda via é a via predominante de assimilação de amónio em A. brasilense 
(OKON et al., 1976).
A glutamina sintetase (GS) é codificada pelo gene glnA que faz parte do operon 
glnB A em A. brasilense (BOZOUKLLAN & ELMERICH, 1986, BOZOUKLLAN, 
FOGHER & ELMERICH., 1986; DE ZAMAROCZY, DELORME & ELMERICH,
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1990). O gene glnA de A. brasilense pode ser expresso a partir de dois promotores, 
glnBpl e glnB pl localizados à montante do gene glnB  e que são dependentes de a 70 ou 
a 54, respectivamente, dependendo dos níveis de amónio intracelular. Um terceiro 
promotor, localizado a montante do gene glnA, é regulado positivamente pela presença de 
íons amónio e também participa do controle de expressão de GS (DE ZAMAROCZY et 
al., 1990 e 1993, HUERGO et al., 2003). A organização estrutural deste operon difere 
substancialmente do operon glnA-ntrBC  das enterobactérias e assemelha-se à organização 
estrutural de Rhizobium leguminosarum, Bradyrhizobium japonicum  e Rhodobacter 
capsulatus, muito embora essa semelhança estrutural não reflita semelhança regulatória 
(DE ZAMAROCZY et al., 1990 e 1993). Aparentemente, glnA é essencial para esta 
bactéria uma vez que não foi possível a obtenção de mutante g ln A (BOZOUKLIAN e 
ELMERICH, 1986).
Em várias espécies, incluindo E. coli, a glutamina sintetase consiste de 12 
subunidades idênticas de 55 kDa, formando um anel hexagonal (YAMASHITA, 1989). A 
atividade de GS é controlada pós-traducionalmente por adenililação de cada uma de suas 
subunidade, catalisada pela enzima Atase (ou GlnE, codificada pelo gene glnE) 
(SHAPIRO & STADTMAN, 1968; FOOR, JANSSEN & MAGASANIK, 1975). Esse 
processo causa a inativação progressiva da enzima em conseqüência do aumento dos 
níveis de nitrogênio intracelular. A seqüência de aminoácidos de GS e o padrão de 
atividade de células cultivadas em meio com diferentes concentrações de amónio sugerem 
que a GS de A. brasilense possui estrutura e sistema de regulação semelhante ao da de E. 
coli. Entretanto, ao contrário daiT enterobactérias, esse processo em A. brasilense 
aparentemente não é modulado pelas proteínas PII desse organismo (GlnB ou GlnZ) (DE 
ZAMAROCZY et al., 1993,1996 e 1998). A enzima adenililtransferase (Atase) ainda não 
foi caracterizada em A. brasilense.
Além do dinitrogênio e amónio, outras fontes de nitrogênio podem ser utilizadas 
por A. brasilense como glutamina, glutamato, arginina, asparagina, aspartato, prolina, 
histidina, alanina, adenina, xantina, nitrato e nitrito. Somente a assimilação de nitrato
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parece ser regulada pelo sistema regulatório de dois componentes NtrB/NtrC (VANDE 
BROEK et al., 2000).
1.3.2 As proteínas da Família PII
As proteínas da família PII são proteínas transdutoras de sinais muito conservadas 
entre os procariotos (ARCONDÉGUY, JACK & MERRICK., 2001). Genes codificando 
para proteínas PII foram encontrados em proteobactérias, firmibactérias, cianobactérias, 
arquea e, recentemente, em plantas superiores (HSIEH et al., 1998). Em muitos 
organismos foram encontrados dois ou mais genes codificando para proteínas da família 
PII.
Na subdivisão a das proteobactérias já foram encontrados genes para proteínas do 
tipo PII em A. brasilense (glnB  e glnZ) (DE ZAMAROCZY et al., 1993 e 1996), 
Azorhizobium caulinodans (glnB e glnK) (MICHEL-REYDELLET et al., 1997 e 1998), 
Glucanoacetobacter diazotrophicus (glnB, glnKi e glnK 2) (PERLOVA et al., 2003), 
Bradyrhizobium japonicum  (glnB) (MARTIN, THOMASHOW e CHELM, 1989), 
Rhodobacter capsulatus (glnB e glnK) (BORGUESE e WALL, 1995, DREPPER et al,
2003), Rhodobacter sphaeroides (glnB e glnK) (ZINCHENKO et al., 1994; QIAN e 
TABITA, 1998) e Rhodospirillum rubrum (glnB e glnK) (JOHANSSON e NORDLUND, 
1996; ZHANG et al., 2001b). Em todos esses organismos, o gene glnB encontra-se a 
montante do gene glnA, que codifica para a glutamina sintetase. Além disso, com exceção 
de A. brasilense (DE ZAMAROCZY et al., 1998) e R. rubrum, glnK  apresenta-se a 
montante do gene que codifica para o transportador de membrana AmtB, codificado pelo 
gene amtB, indicando uma possível relação funcional entre essas proteínas 
(ARCONDÉGUY, JACK & MERRICK, 2001; PERLOVA et al., 2003).
O resíduo Tyr-õl é altamente conservado em proteínas do tipu m  e é uridililado 
pela proteína G lnD ^ em resposta à diminuição dos níveis de amónio intracelular
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(ARCONDÉGUY, JACK e MERRICK, 2001). A uridililação das proteínas PH foi 
demonstrada em E. coli (ATKINSON et al., 1994), Rhizobium leguminosarum  
(COLONNA-ROMANO et al., 1993), Klebsiella pneumoniae (EDWARDS e 
MERRICK., 1995), Azospirillum brasilense (DE ZAMAROCZY et al., 1996 e 1998), 
Azotobacter vinelandii (RUDNICK et al., 1998), Herbaspirillum seropedicae (BENELLI 
et al., 2000), Azoarcus sp. (MARTIN, HUREK e REINHOLD-HUREK, 2000), 
Sinorhizobium meliloti (ARCONDÉGUY et al., 1997) Rhodospirillum rubrum  
(JOHANSON e NORDLUND, 1997) e Corynebacterium glutamicum. (JAKOBY, 
KRAMER e BURKOVSKI, 1999). A remoção do grupamento UMP das proteínas PH 
ocorre pela atividade removedora de uridilil da proteína GlnD, em resposta a alta 
concentração de nitrogênio intracelular (ARCONDÉGUY, JACK & MERRICK, 2001).
As proteínas da família PII são homotrímeros em solução que possui massa 
molecular de aproximadamente 40 KDa. Quando sintetizadas ao mesmo tempo, as 
proteínas PII parálogas de E. coli (GlnB e GlnK) podem formar heterotrímeros in vivo. A  
conseqüência da formação de heterotrímeros não está clara, mas aparentemente permite 
um ajuste fino da cascata de transdução de sinal (VAN HEESWIJK. et al, 2000). Em E. 
coli, heterotrímeros uridililados são capazes de estimular a desadenililação de GS, 
ativando-a, embora com menor atividade do que o homotrímero (GlnB-UMP)3 (VAN 
HEESWUK et al., 2000).
O gene glnZ é um parálogo de glnB  em A. brasilense, mas sua função ainda não 
está definida (de ZAMAROCZY et al., 1996). Apesar da alta homologia entre as 
proteínas GlnB e GlnZ, uma proteína é incapaz de substituir a outra. Mutantes glnB' são 
capazes de utilizar nitrato como fonte de nitrogênio, apresentam redução da taxa de 
captação de íons metilamônio e são incapazes de fixar nitrogênio, indicando que a 
proteína GlnB é necessária para a atividade de NifA que controla a expressão dos genes 
envolvidos na síntese da nitrogenase (ver item 2.1.5) (ARSENE et al., 1996, DE 
ZAMAROCZY et al., 1998). O mutante glnZ ~ de A. brasilense é capaz de fixar 
nitrogênio, apresentam um aumento de duas vezes no transporte de metilamônio, além de
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apresentar deficiência na reativação da nitrogenase (switch-on) após adição de íons 
amónio às culturas desreprimidas (DE ZAMAROCZY et al., 1998, KLASSEN et al., 
2001).
Tanto o gene glnB  quanto o gene glnZ  de A. brasilense apresentam promotores 
dependentes do fator g n (glnBpl) que são regulados por amónio e dependentes de NtrC 
(DE ZAMAROCZY et al., 1998 e HUERGO et al., 2003) e portanto, os produtos 
daqueles genes podem afetar sua própria expressão. De fato, a proteína GlnB parece 
regular negativamente sua própria expressão, provavelmente regulando a atividade da 
proteína ativadora NtrC (DE ZAMAROCZY et al., 1998, HUERGO et al., 2003). O gene 
glnB  também é transcrito a partir de um promotor glnBpl dependente do fator a 70 (DE 
ZAMAROCZY et al., 1993).
A seguir serão detalhados o sistema de sinalização das proteínas PII e a função 
regulatória do sistema Ntr, na captação e assimilação de amónio, e na fixação de 
nitrogênio em A. brasilense
1.3.3 O Sistema Ntr e o Controle Transcricional do Metabolismo de Nitrogênio
Em enterobactérias e na maioria das proteobactérias a ativação de transcrição dos 
genes envolvidos na assimilação e catabolismo do nitrogênio é coordenado pelo sistema 
regulador de nitrogênio, que envolve a participação das proteínas: RpoN, NtrB, NtrC. 
GlnD, NifA e GlnB (STEENHOUDT e V ANDERLEYDEN, 2000). Em todas as bactérias 
gram-negativas fixadoras de nitrogênio a expressão dos genes n if requer RpoN e a 
proteína ativadora de transcrição NifA (STEENHOUDT e VANDERLEYDEN, 2000).
A seguir, serão apresentadas as proteínas que fazem parte do sistema Ntr.
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1.3.3.1 Fator alternativo o 34 da RNA polimerase
O gene rpoN  (ou ntrA) codifica para um fator alternativo o54 da RNA polimerase, 
conhecido como NtrA ou RpoN. Mutantes rpoN  ' apresentam fenótipo pleiotrópico 
revelando o envolvimento deste fator em diversas funções celulares, incluindo a fixação 
de nitrogênio, assimilação de nitrato, captação de amónio e biossíntese flagelar 
(MILCAMPS et al., 1996).
A proteína RpoN, ou fator alternativo a 54, se associa reversivelmente à RNA 
polimerase para reconhecer promotores com uma seqüência consenso na região -12  e -24  
pb, relativas ao sítio de início de transcrição (BÜCK et al., 2000). O início de transcrição 
é dependente da interação com proteínas ativadoras de transcrição, pertencentes à família 
EBP (Enhancer -Binding-Proteins). A figura 3 mostra que a interação das proteínas EBP 
com a subunidade a 54 da RNA polimerase holoenzima é facilitada pela ligação de um 
ativador às seqüências de DNA (UAS, seqüências ativadoras à montante, geralmente 
localizadas a 100 pb a montante do sítio promotor). O ativador EBP ligado às seqüências 
UAS interagem com a RNA polimerase-o54 através de uma dobra no DNA. Em alguns 
organismos, proteínas reguladoras, como o fator IHF, auxiliam no dobramento do DNA 
(BUCK et al., 2000). A interação das proteínas do EBP com a RNA polimerase leva à 
formação do complexo aberto através de hidrólise de nucleotídeos (DIXON e KAHN,
2004). Exemplos de proteínas ativadoras de transcrição são as proteínas NtrC e NifA.
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Figura 3: Proteína estimuladora de ligação (adaptado de DDCON e KAHN, 2004). Em d é 
apresentado os domínios característicos presentes em proteínas ativadoras de transcrição.
1.3.3.2 O sistema regulatório NtrB/NtrC
A ativação e repressão de genes regulados pelos níveis de nitrogênio e dependentes 
do fator a 54 da RNA polimerase são coordenados pela ação do sistema de dois 
componentes NtrB/NtrC (MERRICK, 1992). O elemento regulador de resposta, a 
proteína NtrC, é um ativador de transcrição de promotores dependentes de a 54 e faz parte 
da classe dos enhancer bindingproteins (EBP) (item 1.3.3.1). Esta proteína apresenta um
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domínio carbóxi-terminal de ligação ao DNA, um domínio central altamente conservado, 
relacionado à ativação de transcrição e um domínio N-terminal, típico de proteínas 
pertencentes ao sistema de dois componentes (STOCK, NINFA e STOCK, 1989; 
PARKINSON e KOFOID, 1992). A região N-terminal é altamente conservada, contendo 
um resíduo Asp-54 que pode ser fosforilado pela proteína NtrB em resposta a baixos 
níveis de amónio. A forma fosforilada (NtrC-P) é a forma ativa de NtrC (KERN et al., 
1999; VOLKMAN et al, 1995; WEISS, CLAVERIE-MARTIN e MAGASANIK, 1992). 
Nessas condições, NtrC-P liga-se a uma seqüência de DNA conservada nos promotores 
alvo numa forma oligomérica (octâmero) e ativa a transcrição, dependente da hidrólise de 
nucleotídeo trifosfato. A formação de oligômeros é essencial para que se inicie a 
transcrição (WYMAN et al., 1997). Muitos promotores apresentam múltiplos sítios de 
ligação para NtrC, o que facilita a oligomerização da proteína (AUSTIN e DIXON 1992; 
METTKE, FIEDLER e WEISS, 1995; WEISS, CLAVERIE-MARTIN e MAGASANIK, 
1992, WEISS et al.,1991 e WYMAN et al., 1997) e permite um ajuste fino da expressão 
destes genes.
Em E. coli, a proteína NtrB é um homodímero com cada subunidade de 36 kDa 
que contêm 3 domínios distintos: o domínio N-terminal que é o domínio envolvido na 
transmissão de sinal, um domínio central, responsável pela dimerização da atividade 
fosfotransferase/fosfatase e o domínio C-terminal, que apresenta atividade de quinase, 
típico de proteínas histidina-quinases (NINFA, 1996; PARKINSON e KOFOID, 1992). O 
dímero NtrB é capaz de se transfosforilar no domínio C-terminal, no resíduo His-139 de 
uma subunidade após a ligação de ATP à outra subunidade (NINFA et al., 1986; NINFA 
e BENNETT, 1991 e NINFA et al, 1993). O grupamento fosforil é então transferido para 
um resíduo de aspartato da proteína NtrC, ativando-a (KEENER & KUSTO, 1988; 
WEISS & MAGASANIK, 1988; NINFA & BENETT, 1991; NINFA et al, 1993) As 
evidências estruturais e fisiológicas sugerem que as proteínas NtrB e NtrC de A. 
brasilense são funcionalmente similares às de E. coli (MACHADO et al., 1996, LIANG 
et al., 1993; DE ZAMAROCZY, 1998).
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1.3.3.3. A proteína ativadora NifA
A proteína NifA é ativadora de transcrição dos genes responsáveis pela síntese da 
nitrogenase. O modo de ativação da transcrição dos genes n if  por NifA parece ser comum 
entre vários diazotrofos, incluindo A. brasilense, enquanto que a regulação da transcrição 
de nifA difere de um organismo para o outro (MERRICK, 1992). Todas as proteínas NifA 
caracterizadas apresentam estrutura típica de proteínas EBP (enhacer-binding proteins) 
que consiste em um domínio central ATPase, flanqueado pelos domínios N-terminal e C- 
terminal. A região N-terminal contém o domínio GAF que pode estar envolvido na 
ligação de moléculas pequenas (HO, BURDEN & HURLEY, 2000). Este domínio tem 
função regulatória e controla a atividade da proteína NifA em resposta a sinais celulares. 
Em Azotobacter vinelandii, o 2-cetoglutarato se liga ao domínio GAF de NifA, 
modulando sua atividade em resposta à NifL. Essa ligação não foi evidenciada na proteína 
NifA de K. pneumoniae (LITTLE & DIXON, 2003). Em A. brasilense esse domínio 
parece regular a atividade de NifA em resposta à concentração de nitrogênio fixado e 
aparentemente é o sítio de ligação de GlnB (ARSENE et a l ., 1996 e 1998). O domínio C- 
terminal consiste de um motivo hélice-volta-hélice responsável pela ligação desta proteína 
ao DNA.
O gene nifA de A. brasilense parece ser expresso a partir de um promotor 
dependente da subunidade o 70 da RNA polimerase (FADEL-PICHETH et al., 1999). 
Estudos com fusões nifAwlacZ mostraram que este gene é expresso constitutivamente, e 
seu nível de expressão é menor em altos níveis de amónio (LYANG et al., 1991 e 1992) e 
é independente de NtrC (LIANG et al., 1991; MACHADO et al., 1995). Esse sistema de 
regulação difere do sistema de K. pneumoniae onde a transcrição de NifA é depende de 
NtrC-P (MERRICK, 1992). Entretanto, NtrC é necessária para atividade máxima da 
nitrogenase, embora provavelmente não atue diretamente sobre promotores de NifA 
(LYANG et al., 1993). Estudos de deleção da porção N-terminal de NifA de A. brasilense 
e H. seropedicae mostraram que essa região não é essencial para a sua atividade. Nestes
Introdução 19
organismos a porção N-terminal de NifA inibe a sua própria atividade em presença de 
amónio (ARSENE et al., 1996 e MONTEIRO et al., 1999).
Estudo com fusões lacZ  em mutante glnB  ' de A. brasilense mostraram que a 
proteína NifA é expressa neste mutante, embora incapaz de ativar a transcrição dos genes 
n if  (ARSENE et al.,1996). A proteína NifA de K. pneumoniae é capaz de restaurar o 
fenótipo NiC do mesmo (ARSENE et al., 1996). Isso indica que NifA de A. brasilense é 
inativa em mutante glnB  de A. brasilense e que a proteína GlnB é necessária para a sua 
atividade. O mecanismo proposto de regulação sugere que em presença de íons amónio 
NifA está inativo, pois o domínio N-terminal está enovelado sobre os domínios C- 
terminal e central, impedindo a ligação deste domínio ao DNA e/ou formação de 
complexo aberto (ARSENE et al., 1996). Entretanto, em ausência de amónio e presença 
de GlnB, o domínio N-terminal não atuaria sobre as regiões catalíticas da molécula, 
permitindo a ativação de transcrição dos genes nif. Não foi estabelecido se a proteína 
GlnB interage diretamente com a proteína NifA ou se atua modulando a atividade de 
outra proteína (ARSENE et al., 1996). O estudo de mutantes glnD  (UTase) de A. 
brasilense mostra que eles apresentam um fenótipo Nif ', indicando que PII-UMP é a 
forma ativa necessária para a ativação de NifA (ARSENE, KAMINSKI & ELMERICH, 
1996). Em Herbaspirillum seropedicae mutantes glnBtambém  são incapazes de fixar 
nitrogênio indicando que a proteína GlnB (PII) também pode participar na sinalização dos 
níveis de nitrogênio parã NifA (BENELLI et al., 1997).
1.3.3.4 A proteína sensora GlnD
A proteína GlnD é o sensor primário dos níveis de nitrogênio, que é determinado 
pelas concentrações intracelulares de glutamina. A proteína GlnD foi encontrada em E. 
coli (VAN HEESWIJK et al., 2000), K. pneumoniae (EDWARDS e MERRICK., 1995), 
Azotobacter vinelandii (CONTRERAS et al., 1991), Rhizobium leguminosarum
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(SCHLUTER et al., 2000), R. tropici (0 'C O N N EL L et al., 1998), Sinorhizobium meliloti 
(RUDNICK et al., 2001), Coryneobacterium glutamicum  (JAKOBY et al., 1999) e 
Azospirillum brasilense (VAN DOM MELEN et al., 2002). Essa enzima apresenta duas 
atividades: uridililtransferase e enzima removedora de uridilil (ARCONDÉGUY et al., 
2001). Em baixa concentração intracelular de amónio, a proteína GlnD assume atividade 
uridililtransferase e transfere um grupamento UMP para o resíduo tirosina-51 de cada 
monômero das proteínas do tipo PII. Em alta concentração de íons amónio, a proteína 
GlnD assume atividade removedora de grupamento uridilil das proteínas do tipo PII.
A proteína GlnD de A. brasilense apresenta 933 resíduos de aminoácidos e massa 
molecular calculada de 104,6 kDa. Quando comparada com proteínas GlnD de outros 
organismos, a maior similaridade foi obtida com a proteína GlnD de Rhizobiaceae (62-63 
% de similaridade) (VAN DOMMELEN et al., 2002).
O mutante glnD  de A. brasilense não cresce utilizando nitrato como fonte de 
nitrogênio (assim como em K. pneumoniae e K. aerogenes) e, ao contrário das 
enterobactérias (BLOOM et al., 1978; FOOR et al., 1978; BUENO et al., 1985 e 
EDWARDS e MERRICK, 1995), não é auxotrofo para glutamina (VAN DOMMELEN et 
al., 2002).
Pouco se sabe sobre a expressão de glnD , mas aparentemente é monocistrônico, 
não tendo sido localizado nenhum sítio de ligação a NtrC. Além disso, sua expressão é 
relativamente alta na presença de excesso de amónio, mas apresenta expressão ainda 
aumentada em condições de fixação de nitrogênio, sugerindo uma dependência parcial do 
sistema Ntr (VAN DOMMELEN e fa l .,  2002). Aparentemente, glnD  é essencial em 
muitos organismos, sendo muitas vezes impossível a obtenção de formas viáveis após 
inativação total deste gene. Nestes organismos a obtenção de mutantes glnD  
aparentemente só é viável com a ocorrência de mutações secundárias espontâneas 
(COLNAGHI et al. 20r l; PERLOVA et al., 2000). Essa observação é consistente com a 
função desta proteína no sensoriamento intracelular dos níveis de nitrogênio, mas pode
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também sugerir que essa proteína apresente outro papel ainda não identificado na célula 
(VAN DOMMELEN et al., 2002).
Os genes rpoN  (MILCAMPS et al., 1996), ntrB, ntrC  e glnB de A. brasilense já  
foram clonados (de ZAMAROCZY et al., 1990; LIANG et al., 1993 MACHADO et al.,
1995). Diferentemente da organização estrutural das enterobactérias, ntrBC  encontram-se 
distantes de glnA e não são essenciais para a fixação de nitrogênio uma vez que mutantes 
ntrB e ntrC  apresentam fenótipo NiC. Nesse organismo, a proteína NtrC auto-regula a sua 
expressão e está envolvida na utilização de nitrato como fonte de nitrogênio (LYANG et 
al., 1993, MACHADO et al., 1995). O esquema de regulação da fixação de nitrogênio em 
A. brasilense é mostrado na figura 4.
Figura 4: Regulação da fixação de nitrogênio em A. brasilense (Adaptado de VANDE BROEK, 2000).
Introdução 22
1.3.4 Regulação da Fixação de Nitrogênio
O sistema Ntr monitora os níveis de glutamina, 2-cetoglutarato e ATP, 
modificando os níveis de expressão gênica e atividade enzimática, dependendo das 
condições intracelulares de nitrogênio fixado, disponibilidade de carbono e energia 
(JIANG, PELISKA & NINFA, J  998a). Destes efetores, glutamina c 2-cetoglutarato são 
os mais importantes (JIANG, PELISKA & NINFA, 1998a).
A proteina GlnD é uma enzima chave do sistema Ntr porque catalisa a uridililação 
e desuridililação das proteínas tipo PII (GlnB e GlnZ). Na forma uridililada, GlnB e GlnZ 
sinalizam baixos níveis de nitrogênio fixado, enquanto que na forma não modificada 
sinalizam altos níveis de nitrogênio. A glutamina é o principal indicador da concentração 
intracelular de nitrogênio fixado (JIANG, PELISKA & NINFA, 1998a). GlnD possui um 
sitio para glutamina e a ligação deste metabólito estimula sua atividade de enzima 
remo vedora de uridilil (JIANG, PELISKA & NINFA, 1998a). Essa atividade leva à 
desuridililação da proteína PII e, desta forma, interage com NtrB, que assume atividade de 
fosfatase e defosforila NtrC, desativando-a. Quando a concentração de glutamina é baixa 
(ou seja, baixos níveis de nitrogênio intracelular), GlnD livre possui atividade de uridilil 
transferase e adiciona um grupo UMP em cada subunidade das proteínas PII. Desta 
forma, PII-UMP é capaz de interagir com a proteína NifA, que ativa a transcrição dos 
genes nif. Além disso, PII-UMP é incapaz de interagir com NtrB que, na forma livre, 
assume característica de histidina-quinase e fosforila NtrC, a f  vando-a. (KAMBEROV et 
al., 1994). A proteína NtrC é ativadora de transcrição de vários genes que codificam para 
vias de utilização de fontes alternativas de nitrogênio, tais como, utilização de 
aminoácidos, de nitrato e, nos diazotrofos, N 2.
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1.3.5 Integração dos Sinais de Nitrogênio Intracelular Fixado, Disponibilidade de
Carbono e Energia pelas Proteínas PH
Os níveis de 2-cetoglutarato também afetam a capacidade de sinalização das 
proteínas PII e constituem uma forma eficiente de integrar os sinais de nitrogênio e 
carbono intracelulares (MAGASANIK et al., 2001). Este efeito está melhor documentado 
na proteína GlnB de E. coli, mas outros estudos sugerem que seja uma característica geral 
das proteínas PH,, diferindo no ajuste fino das constantes de afinidade com o efetor e as 
proteínas receptoras (BENELLI et al., 2002; ARAÚJO et al., 2004; ARCONDÉGUY, 
JACK & MERRICK,).
A proteína GlnB de E. coli é capaz de ligar 2-cetoglutarato; o homotrímero, 
portanto, pode ligar três moléculas desse efetor. Entretanto, a proteína GlnB assume 
várias conformações, dependendo do número de moléculas de 2-cetoglutarato ligadas a 
ela (JIANG & NINFA, 1999). A ligação da primeira molécula deste efetor ao 
homotrímero, exerce um forte efeito de cooperatividade negativa sobre a ligação da 
segunda e terceira moléculas. O resultado é que a proteína PII liga-se com grande 
afinidade a primeira molécula de 2-cetoglutarato, em concentrações da ordem de 
micromols por litro (0,lmmol/L), mas só estará saturada quando forem alcançadas as 
maiores concentrações fisiológicas encontradas deste intermediário (0,9 mmol/L) 
(KAMBEROV et al., 1994). O 2-cetoglutarato ligado a GlnB parece ser fundamental na 
sua interação com as proteínas receptoras NtrB, GlnD e GlnE (JIANG, PELISKA & 
NINFA, 1998).
A uridililação de GlnB (dependente da concentração de glutamina), ou a ligação de 
uma molécula de 2-cetoglutarato (elevada concentração intracelular, ~1 mM) a GlnB , 
impedem a sua ligação a NtrB que, na forma livre, fosforila NtrC, ativando-a 
(KAMBEROV et a'., 1994). Experimentos in vitro mostraram que a presença de pequenas 
quantidades de 2-cetoglutarato (cerca de 100 pM) estimula a mteração de GlnB com
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NtrB, inibindo a atividade de quinase e estimulando a atividade de fosfatase (JIANG & 
NINFA, 1999). Como resultado, NtrC-P é desfosforilado e perde a capacidade ativar a 
transcrição (JIANG & NINFA, 1999).
Em muitos organismos, mas não em A. brasilense (DE ZAMAROCZY et al.,
1996), GlnB também controla o estado de adenililação da glutamina sintetase (GS) em 
resposta a concentração de glutamina e 2-cetoglutarato (ARCONDÉGUY, JACK e 
MERRICK, 2001). Em E. coli, GlnB-UMP é capaz de interagir com a proteína GlnE 
(ATase) promovendo a desadenililação de GS, enquanto que a presença de GlnB livre e 
glutamina, sinaliza para que ocorra a adenililação desta enzima, inativando-a (JIANG, 
PELISKA & NINFA, 1998). A ligação de uma molécula de 2-cetoglutarato a GlnB 
impede a interação GlnB-ATase inibindo sua atividade de adenililtransferase e 
estimulando a atividade de enzima removedora de adenilil (JIANG et al., 1998, 
ARCONDÉGUY, 2001).
Assim como GlnB, GlnK de E. coli é capaz de se ligar ao 2-cetoglutarato com uma 
alta afinidade (ATKENSON e NINFA, 1999). Diferentemente de GlnB, baixas 
concentrações de 2-cetoglutarato não estimulam a adenililação de GS por GlnK, 
entretanto, altas concentrações de 2-cetoglutarato promovem uma mudança 
conformacional na proteína que se torna incapaz de interagir com NtrB ou GlnE 
(ATKINSON & NINFA, 1999).
Sumarizando, o efeito antagônico entre 2-cetoglutarato e glutamina na regulação 
da adenililação de GS ou na ativação de promotores dependentes de NtrC ocorre devido 
ao efeito da glutamina sobre a GlnE e GlnD e do efeito do 2-cetoglutarato na 
conformação e afinidade de GlnB. Altas concentrações de 2-cetoglutarato são necessárias 
para inibir a ligação de GlnB a GlnD, a estimulação da atividade removedora de adenilil 
da ATase e para a inibição da interação com NtrB (JIANG & NINFA, 1999). Por outro 
lado, baixos níveis de 2-cetoglutarato promovem a interação de GlnB-UMP a GlnD, 
ativando a desuridililação na presença de giutamma, estimulação da atividade de GlnE e 
da ligação GlnB-NtrB (JIANG, PELISKA & NINFA, 1998).
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O sítio de ligação de ATP é altamente conservado nas proteínas PII (XU et al., 
1998). A ligação de ATP e 2-cetoglutarato simultaneamente permite a integração dos 
sinais de carbono e energia da célula (ARCONDEGUY, 2001). Entretanto o efeito de 
ATP no controle do sistema Ntr ainda não está claro.
1.3.6 PII e seu Controle no Metabolismo de Nitrogênio em Outros Organismos
As proteínas PH desempenham papel fundamental no sensoriamento dos níveis de 
nitrogênio. Vários organismos possuem duas ou mais parálogas da família PH, que podem 
atuar de maneira cooperativa (ARCONDÉGUY, JACK & MERRICK, 2001). Em K. 
pneumoniae, por exemplo, a proteína GlnB controla a atividade de NtrB/NtrC e os níveis 
de NtrC fosforilado por NtrB, controlam a expressão de uma segunda proteína PII, GlnK 
e a expressão dos genes nifLA (MARTINEZ-ARGUDO et al., 2004). O controle de GlnB 
sobre o sistema NtrB/NtrC já  foi apresentado acima (item 1.3.4) e a presença de NtrC 
fosforilada (indicando condições de depleção de nitrogênio) é capaz de ativar os 
promotores dependentes do fator a 54 como o operon nifLA e glnKamtB  (MERRICK, 
1992). Em K. pneumoniae há um segundo sistema de regulação que envolve a proteína 
GlnK, que desempenha uma importante função na atividade de NifA. Independentemente 
do seu estado de uridilílação, GlnK inibe a ação de NifL e estimula a ativação de NifA, 
permitindo a expressão dos genes n if (HE et al., 1998). Como a expressão de GlnK é 
controlada por NtrC, a sua presença: reflete condições limitantes de nitrogênio (HE et al., 
1998; JACK, DE ZAMAROCZI e MERRICK, 1999). Em K. pneumoniae a concentração 
citoplasmática da proteína GlnK também é regulada pela sua interação com a proteína de 
membrana AmtB (COUTTS et al., 2002; JAVELLE et al., 2003). O aumento nas 
concentrações de íons amónio leva a desuridililação de GlnK por GlnD e, dessa forma, 
GlnK se associa à proteína AmtB, permanecendo na fração de membrana e sendo 
removida do citoplasma. Assim, a quantidade de GlnK presente no citoplasma para a
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interação com NifL e NifA em K.pneumoniae parece ser controlada tanto em nível do 
promotor de glnKamtB  quanto pós-traducionalmente pelo seqüestro de GlnK para a 
membrana (LITTLE & DIXON, 2004).
Em Azotobacter vinelandii foi encontrada somente uma proteína PH, GlnK, que faz 
parte do operon glnKamtB  (MELETZUS et al., 1998). A expressão desse operon e dos 
genes nifLA. é independente-de NtrC. Nesse organismo, GlnK atua sobre NifL 
estimulando a inibição de NifA, em altas concentrações de nitrogênio. Essa regulação do 
controle de transcrição dos genes n if é dependente da uridililação de GlnK uma vez que 
mutantes glnD  ou glnKY51-F, que codificam para proteína GlnK incapazes de serem 
uridililadas, resultam na inibição da atividade de NifA por NifL (RUDNICK et al., 2002). 
Estudos in vitro realizado por LITTLE e colaboradores (2000), também mostraram que 
somente a forma não uridililada de GlnK é capaz de interagir com NifL estimulando a 
inibição de NifA. Em condições limitantes de nitrogênio, GlnK encontra-se uridililada e 
nesta forma não interage com NifL, permitindo que NifA ative a transcrição dos genes n if 
(LITTLE et al., 2000; LITTLE & DIXON, 2003; MARTINEZ-ARGUDO, LITTLE & 
DIXON, 2004). Nesse organismo a atividade de NifA também responde às concentrações 
de ATP é regulada pela concentração de 2-cetoglutarato. Entretanto, quando ocorre um 
aumento na concentração de nitrogênio, GlnK livre interage com NifL para promover a 
formação do complexo inativo GlnK-NifL-NifA, mesmo em altas concentrações de 2- 
cetoglutarato, sobrepondo-se aos sinais de concentração de carbono intracelular (LITTLE 
& DIXON, 2003).
1.3.7 Regulação Pós-Traducional da Atividade de Nitrogenase
A atividade de nitrogenase em muitos diazotrofos é reversivelmente inibida in vivo 
pela adição de íons amónio. Após o consumo do amónio adicionado, a atividade volta aos 
valores iniciais. Esse fenômeno é denominado switch-off/switch-on ou
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desligamento/religamento da nitrogenase (ZUMFT et al., 1978). Em alguns 
microrganismos como Rhodospirillum rubrum  (LIANG et al., 1991), Azospirillum  
brasilense (ZHANG et al., 1993) e Rhodobacter capsulatus (MASEPOHL, KREY & 
KLIPP, 1993) este controle da atividade envolve a ação de duas outras enzimas: 
dinitrogenase redutase ADP-ribosiltransferase (DraT, produto do gene draT) e 
dinitrogenase redutase giicohidrolase (DraG, produto do gene draG ). Os genes draT  e 
draG  de A. brasilense e de A. lipoferum  estão localizados à montante do operon nifHDK  
e são constitutivamente co-transcritos em direção oposta a esse operon (FU et al., 1990; 
ZHANG et al., 1993).
Na presença de altas concentrações de íons amónio, a proteína DraT (monômero de 
30 kDa) transfere o grupamento ADP-ribosil do NAD+ para o resíduo ArglOl de uma das 
subunidades da proteína Fe, formando uma ligação N-glicosídica (LOWERY et al., 1986, 
ZHANG et al.,1993 e 1997). Nessa forma, a proteína Fe não pode se associar com a 
proteína FeMo, impedindo a formação do complexo da nitrogenase, transferência de 
elétrons entre essas proteínas e a redução dos substratos. Quando os níveis de amónio 
tomam-se novamente baixos e na presença de ATP, a proteína DraG (monômero de 32 
kDa) catalisa a remoção do grupamento ADP-ribosil pela clivagem da ligação glicosídica, 
reativando a nitrogenase (LUDDEN & ROBERTS, 1989; HALBLEID & LUDDEN 
2000).
Além dos íons amónio, uma deficiência de energia como ocorre em A. brasilense 
sob condições de anaerobiose e passagem de período luminoso para escuro em R. rubrum, 
promovem a inativação da nitrogenase mediada pelo sistema DraT/DraG. (ZHANG et 
al., 1993). As vias de sinalização de excesso de nitrogênio ou deficiência de energia 
aparentemente são diferentes e permanecem desconhecidas (STEENHOUDT et al., 2000).
A figura 5 mostra o perfil de desligamento e religamento da nitrogenase em uma 
cultura de R. rubrum  por adição de amónio. Antes da adição de amónio (I), DraT é inativa 
e DraG é ativa. Essa conclusão é oaseada no fato de que mutante draG  apresenta 
atividade de nitrogenase mesmo que amónio seja adicionado áõ meio, demonstrando que
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DraT deve estar inativa durante condições de fixação de nitrogênio. Quando amónio é 
adicionado, DraT toma-se rapidamente ativa e DraG é inativada (II). A proteína DraT é 
ativada enquanto que DraG permanece inativa até todo amónio ser metabolizado (III). 
Quando a atividade de nitrogenase é restabelecida, DraG é ativada e permanece ativa (IV) 
(NORDLUND et al., 2000).
Figura 5- Curso da atividade de nitrogenase durante o “switch-off’. A adição de íons amónio 
ocorre em A. Os quatro períodos indicados (I-IV) são discutidos no texto (NORDLUND, 
2000)
Ainda não se sabe como as atividades de DraT e DraG são reguladas 
coordenadamente. Uma hipótese de regulação da ADP-ribosilação da nitrogenase em R. 
rubrum envolve a formação de um complexo entre DraT e DraG (GRUNWALD e 
LUDDEN et al., 1997). Além disso, aparentemente as atividades destas duas enzimas 
dependem da presença de uma molécula sinalizadora intracelular (GRUNWALD & 
LUDDEN et al., 1997).
Evidências recentes têm apontado para o envolvimento de proteínas da família PII 
na sinalização de choque de amónio para o sistema DRAT-DRAG. Uma estirpe mutante
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de R. rubrum  expressando o gene g lnB Y 5 l-F  apresentou uma queda na atividade de 
nitrogenase muito mais rápida após adição de amónio do que a estirpe selvagem (ZHANG 
et al., 2000). Além disso neste mutante, mesmo em condições de fixação de nitrogênio, 
foi encontrada uma alta atividade da proteína DraT indicando que a regulação da 
atividade desta enzima está alterada (ZHANG et al., 2000). Em condições de fixação de 
nitrogênio, mutantes draG  exibem uma atividade de nitrogenase normal, entretanto 
quando a proteína GlnBY51-F é expressa nesta estirpe, a atividade de nitrogenase diminui 
consideravelmente (10-20% do conteúdo de proteína-Fe em relação à estirpe selvagem) 
que ainda se encontra totalmente ADP-ribosilada (ZHANG et al, 2000).
Usando um sistema heterólogo de expressão de DraG e DraT em K. pneumoniae 
demonstrou-se que em mutantes glnK  a atividade de DraT permanece inalterada, 
entretanto, DraG encontra-se permanentemente ativa e não regulada pela adição de 
amónio (ZHANG et al., 2001). Os dados indicam que tanto GlnB quanto GlnK são 
necessárias para a regulação do sistema DraT e DraG e que, aparentemente, GlnB atua na 
proteína DraT, enquanto que a proteína GlnK tem efeito sobre DraG. Ainda não se sabe 
se esse efeito é direto ou indireto sobre estas proteínas (ZHANG et al., 2001). De fato, 
Klassen e colaboradores (2001 e 2005) demonstraram a aprticipação das proteínas GlnB e 
GlnZ no sistema DraT/DraG em A. brasilense. Mutantes glnB ' expressando a proteína 
NifA N-truncada, portanto capaz de fixar nitrogênio mesmo na ausência de GlnB, 
apresenta deficiência no'desligamento da nitrogenase após adição de íons amónio. Esse 
resultado mostra o envolvimento de GlnB sobre a proteína DraT (KLASSEN et al., 2005). 
Klassen e colaboradores mostraram ainda que mutantes g ln Z  de A. brasilense são 
incapazes de recuperar a atividade da nitrogenase após a adição e o consumo de 0,2 mM 
de amónio. Os resultados sugerem que GlnZ atue regulando a atividade de DraG, mas 
ainda não foi estabelecido se esse efeito é direto ou indireto (KLASSEN et al., 2001). A 
superexpressão de DraT-His (contendo hexa-histidina na região N-terminal) em A. 
brasuense levou à modificação de NifH mesmo na ausência de adição de amômo 
(HUERGO et al., 2004). Em contrapartida, quando DraG-His é superexpressa no mesmo
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organismo a proteína-Ferro não pode ser ADP-ribosilada completamente, mesmo após a 
adição de 1 mM de amónio, sugerindo que a atividade de DraT e DraG é regulada por 
efetor de concentração intracelular limitada (HUERGO et al., 2004).
Estudos de substituição do resíduo Arg-101 de NifH de A. brasilense revelou a 
presença de um segundo mecanismo de regulação da atividade da nitrogenase, 
independente da ADP-ribosilação (ZHANG et al., 1996). Essa forma de regulação de 
nitrogenase foi descrita em A.vinelandii (KLUGKIST et al., 1984 e LANNE et al., 1980), 
A.amazonense (HARTMANN eta l., 1986), Acetobacter diazotrophicus (BODDEY etal., 
1991 e BURRIS et al., 1991), Herbaspirillum seropedicae (FU et al., 1989) Anabaena  
variabilis (DURNER et al., 1994) e Rhodobacter sphaeroides (HAAKER et al., 1982, 
JONES et al., 1979 E YOCH et al., 1988). Essas bactérias não possuem o sistema 
DraT/DraG mas a nitrogenase sofre inibição reversível. Em Rhodobacter capsulatus esse 
segundo mecanismo de regulação é extremamente rápido e inibe completamente a 
atividade da nitrogenase (PIERRARD et al., 1993).
Mutantes ntrC  de A. brasilense e R. rubrum  apresentam a atividade de regulação de 
nitrogenase por íons amónio reduzida (ZHANG et al., 1994). O efeito primário parece ser 
alteração na atividade de DraG. Esses dados sugerem que NtrC pode estar envolvido num 
circuito de sinalização paro o sistema DraT/DraG, possivelmente regulando a expressão 
de proteínas sinalizadoras (ZHANG et al., 1994). O desligamento da nitrogenase por 
anaerobiose nestes mutantes permanece inalterado, sugerindo que diferentes estímulos 
ambientais (anaerobiose, NH4+) provavelmente utilizam vias de sinalização para ADP- 
ribosilação da dinitrogenase diferentes (STEENHOUDT et al., 2000; ZHANG et al., 
1994).
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1.3.8 Participação das Proteínas PII na Regulação do Sistema de Transporte
As proteínas do tipo PII desempenham um importante papel na utilização e 
captação de nitrato em muitos organismos como Bacillus subtilis, Rhizobium  
leguminosarum, Azospirillum brasilense entre outros. Mutantes glnB de R. 
leguminosarum  e B. subtilis são incapazes de utilizar o nitrato como fonte de nitrogênio, 
sugerindo que a proteína GlnB possa ser necessária para utilização de nitrato (WRAY, 
ATKINSON e FISCHER., 1994; AMAR et al., 1994). Mutantes glnB de A. brasilense 
excretam amónio quando as células são crescidas utilizando nitrato como fonte de 
nitrogênio. A falta da inativação de NtrC por GlnB leva a perda da regulação da via de 
assimilação de nitrato, dependente do sistma ntr, com um conseqüente acúmulo na 
concentração intracelular de amónio e sua consequente excreção (DE ZAMAROCZY et 
al.. 1998). A esse efeito soma-se as baixas concentrações de GS encontradas neste 
mutante (DE ZAMAROCZY et al., 1996). A proteína GlnZ de A. brasilense 
aparentemente regula negativamente o transporte de metilamônio. Foi sugerido que a 
proteína GlnZ possa estar interagindo com a proteína AmtB regulando esse processo (DE 
ZAMAROCZY et al., 1998).
Foi demonstrado em Klebsiella pneumoniae que a proteína GlnK está envolvida no 
transporte de amónio pela proteína AmtB. Nesse organismo, variações micromolares na 
concentração extracelular de amónio leva a desuridililação da proteína GlnK e seu 
seqüestro por AmtB, permanecendo ligada à membrana até que os níveis de nitrogênio 
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Azospirillum brasilense.
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS:
• Construir mutantes pontuais nos genes glnB e glnZ  de A. brasilense;
• Determinar o efeito das proteínas mutantes na atividade de nitrogenase em A. 
brasilense;
• Determinar a participação das proteínas GlnZ mutantes na inativação da nitrogenase 
por adição de íons amónio;
• Determinar a participação das proteínas PII na excreção de amónio;
• Determinar o efeito das proteínas mutantes no sistema de assimilação de amónio e 
metilamônio;
• Determinar o envolvimento da proteína GlnB com o sistema de assimilação de 
nitrato, dependente de NtrC;
3 MATERIAIS E MÉTODOS
3.1 ESTIRPES E PLASMÍDEOS
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As estirpes e plasmídeos utilizados nesse trabalho estão listadas na TABELAI.
TABELA 1- Bactérias e plasmídeos
Estirpe ou plasm ídeo Genótipo/Fenótipo Referência ou Fonte
Azospirillum brasilense
FP2 estirpe selvagem, Sp7 N if  NalrSmr PEDROSA e YATES, 1984
7628 N if glnB:: kan, Kmr de ZAMAROCZY et al., 1996
7611 N if  glnZ ::0, Spr Smr de ZAMAROCZY et al.,1998
2812 glnB::kan/ glnZ::Q, Smr Kmr de ZAMAROCZY et al., 1998
FAJ310 amtBrkzn, Km r de ZAMAROCZY et al., 1998
Escherichia coli
DH5a end A recA Nalr SAMBROOK et al., 1989
S17.1 RP4-2 Tc::Mu Km::Tn7 tra* recA, Smr SIMON et al., 1983
71-18 A(lac-pro) F'laclq Z M 15 pro* MESSING et al, 1977
DH10B F \proAB+ /acZAM15], Smr INVITROGEN
Plasmídeos
pRK2013 Kmr, tra ’ FIGURSKI e HELINSKI, 
1979
pLAFR3.18 Tcr, derivado do vetor pLAFR3 contendo o 
sítio de policlonagem do vetor pTZ18R
MACHADO et al., 1995
pTZ19R Ampr, vetor multifuncional de clonagem e 
seqüenciamento, plac
MEAD et al., 1986
pTZ18R Ampr, vetor multifuncional de clonagem e 
seqüenciamento, plac
MEAD et al., 1986
pLMA-2 Ampr, glnB de A. brasilense em pTZ19R , 
p lac
ARAÚJO, L.M. et al., 2004
pMSA-2 Ampr, glnZ de A. brasilense em pTZ19R, 
p lac
ARAÚJO, M. S. et al., 2004
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pJI4 Ampr, glnZ de A. brasilense em pTZ18R, Éste trabalho
p lac
pJI8 Ampr, glnB de A. brasilense em pTZ18R, Este trabalho
p lac
pJI6 Ampr, glnB de A. brasilense mutante L13—>P Este trabalho
(proteína GlnB-P) em pTZ18R, plac
pJI9 Ampr glnB de A. brasilense mutante Este trabalho
V I00—»A (proteína GlnB-A) em pTZ18R, 
p lac
pJIlO Tcr, glnB de A. brasilense mutante L13—>P Este trabalho
(proteína GlnB-P) em pLAFR3.18, plac
pJIl 1 Tcr, glnB de A. brasilense mutante V I00—>A Este trabalho
(proteína GlnB-A) em pLAFR3.18, plac
pJIZ2 Ampr , glnZ de A. brasilense mutante Este trabalho
145—»T; R101—*C (proteína GlnZ-IR) 
em pTZISR, plac
pJIl Tcr , glnZ de A. brasilense empLAFR3.18, Este trabalho
p lac
pJI 13 Tcr , glnZ de A. brasilense mutante 145—»T; Este trabalho
R101—»C (proteína GlnZ-IR) em
pLAFR3.18, plac
pJIZ51 Ampr , glnZ de A. brasilense mutante Este trabalho
Y51—»F (proteína GlnZ-51) em pTZ18R, 
p lac
pJILZ51 Tcr , glnZ de A. brasilense mutante Y51—>F Este trabalho
(proteína GlnZ-51) em pLAFR3.18, plac
3.2 REAGENTES
Tris base, glicerol, antibióticos, e dodecilsulfato de sódio (SDS) foram 
adquiridos da Sigma Chemical Company. Agar, agarose e fenol foram obtidos da 
empresa Invitrogen. Álcool isoamílico, clorofórmio, isopropanol ácido acético, 
metanol, etanol, hidróxido de sódio, cloreto de amónio e EDTA foram adquiridos da
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Merck. Extrato de levededura, triptona e ágar bacteriológico foram adquiridos da 
Merck, Oxoid ou Biobrás. As enzimas modificadoras de DNA e RN Ase foram 
adquiridas da G. E. Health Care, Invitrogen ou New England Biolabs. Os gases 
nitrogênio, hidrogênio, acetileno, ar comprimido e etileno padrão (lOOppm) foram 
adquiridos de W hite Martins S.A. Os demais reagentes utilizados foram obtidos de 
diversos fornecedores, sendo eles todos para biologia molecular.
3.3 MEIOS DE CULTURA E CONDIÇÕES DE CULTIVO
As estirpes de Azospirillum  brasilense  foram cultivadas em meio NFbHP 
lactato (MACHADO et al., 1991) cuja com posição é apresentada abaixo. A fonte de 
nitrogênio foi NH4C1 (4 ou 20 mmol/1) ou glutamato (5 mmol/L). As soluções de 
fosfato e cloreto de amónio foram autoclavadas separadam ente e adicionadas ao meio 
no momento de uso. A adição dessas soluções confere ao meio um pH de 6 ,8 . As 
culturas em meio líquido foram incubadas em agitador rotatório a 120 rpm e 30 °C.
As estirpes de E. coli foram cultivadas em meio líquido LB e em meio SOB 
para o preparo de células eletrocom petentes (SAM BROOK et al., 1989), sob agitação 
constante de 130 rpm a 37°C. O meio sólido M acConkey (Miller, 1992) foi utilizado 
para diferenciação das estirpes de E. coli lac+ e lac . As estirpes foram cultivadas por 
um período de até 16 hóras.
Para o cultivo em meio líquido foi estabelecida uma relação de 1/5 entre o 
volume do meio e o volume totafclo frasco empregado. Estoques das culturas de E. 
coli e A. brasilense foram mantidos em suspensão de glicerol 50% e conservados à - 
20°C.
Todos os meios de cultura foram esterilizados em autoclave à temperatura de 
120°C durante 20 minutos.
As com posições dos meios utilizados para o cultivo são apresentadas abaixo:




Extrato de levedura 5
Cloreto de sódio 10
O pH foi ajustado para 7,5 com NaOH 2 mol/L. O meio sólido foi obtido a partir 
da adição de ágar na concentração de 15g/L ao meio líquido, sendo denominado LA.
MEIO SOB (SAMBROOK et al., 1989)
Componentes g/L
Triptona 20
Extrato de levedura 5
Cloreto de sódio 0,584
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Os meios NFbHP sólido e semi sólido foram obtidos adicionando-se 15g/L ou
1,7 g/L de ágar bacteriológico ao meio líquido, respectivamente. O pH final do meio 
foi de 6 .8 .
O meio M ACCONKEY utilizado foi obtido na forma semi-desidratada pela 
empresa Oxoid. O meio foi preparado conforme recom endações do fabricante.
3.4 ANTIBIÓTICOS
Os antibióticos foram utilizados para a seleção e crescim ento de bactérias e suas 
respectivas concentrações estão decritas na TABELA 2.
As soluções de antibióticos foram preparadas em água bidestilada autoclavada, 
e foram esterilizadas por filtração em filtro M illipore HAW P 0,23pm . A solução 
estoque de tetraciclina foi preparada com etanol 50% e estocada sob abrigo da luz. 
Todas as soluções foram estocadas à -20°C.
TABELA 2- Concentração dos antibióticos utilizados
Solução-estoque Concentração final
(mg/mL) (gg/mL)
Ácido nalidíxico (Nal) 10 10a
Ampicilina (Amp) 100 250a
Estreptomicina (Sm) 80 80a, 20b
Canamicina (Km) 100 100a
Tetraciclina (Tc) 10 10a'b
à:Azospirillum brasilense 
b Escherichia caU
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3.5 M ANIPULAÇÃO GÊNICA
As reações de purificação de DNA, digestão com endonucleases de restrição, 
reação de ligação, eletroforese em gel de agarose e transformação bacteriana foram feitas 
conforme SAM BROOK et al (1989).
3.6 M UTAGÊNESE ALEATÓRIA DOS GENES glnB  E glnZ  DE A. brasilense
Para a m utagênese aleatória dos genes glnB  e glnZ  de A. brasilense foi utilizado 
o método descrito por LIN-GOERK et al. (1997) com algumas modificações.
Inicialmente os genes glnB  (utilizando como molde o plasmídeo pLM A-2) e 
glnZ  (utilizando como molde o plasm ídeo pM SA-2) foram amplificados a partir de 
reação em cadeia da polimerase. O sistem a (50pL) continha tampão de PCR (10 
mmol/L Tris-H Cl pH 8,3, 50 mmol/L de KC1), 2 mmol/L de MgCL, 0,2 mmol/L de 
dNTP, 10 pmol de prim er reverso e do universal e 1,5U Taq DNA polimerase (2 pL).
A reação de am plificação consistiu dos seguintes passos:
etapa 1: 95°C-5 min (1 ciclo)
etapa 2: 95°C-30 seg, 30°C-lm in, rampa de 2,5min 
72°C-2min (40 ciclos)
etapa 3: 72°C-10min ( 1 ciclo)
O produto dessa reação foi utilizado como molde na reação de amplificação 
mutagênica. Este sistema continha tampão de PCR (10 mmol/L Tris . HC1 pH 8,3, 50 
mmol/L KC1), 1,5 mmol/L M gCl2 , 20 pmol/L de dNTP, e 10 pmol dos primers 
reverso e universal, 0,25 mmol/L de M nCL (adicionado imediatamente antes da 
reação) e 3U de enzim a Taq DNA polim erase .
O produto am plificado obtido foi digerido com as enzimas K pnl/H indlll quando 
na reação de am plificação foi utilizado com o molde o gene glnB, ou Sstl/H indlll 
quando utilizado como molde o gene glnZ, e ligado utilizando a enzim a T4 DNA
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ligase ao vetor pTZ18R digerido com as mesmas enzimas. O produto de ligação foi 
transformado em E. coli DH5a e plaqueado em meio MacConkey. As colônias de 
transformantes foram cultivadas em meio LB e o plasmídeo recombinante isolado e 
analisado por eletroforese em gel de agarose após restrição com HinàWl. Os clones 
selecionados foram seqüenciados utilizando os oligonucleotídeos universal e reverso 
afim de se identificar a presença de mutações.
Foram identificados dois clones contendo alterações no gene glnB de A. 
brasilense. São eles: pJI6 (L13—>P) e pJI9 (V100—A ). Um clone contendo alteração 
no gene glnZ foi identificado, sendo denominado pJIZ-2, o qual contém as 
substituições 145—CT e R101—>C.
3.7 MUTAGÊNESE SÍTIO-DIRIGIDA DOS GENES glnB E glnZ DE A. brasilense
Para a obtenção de mutantes glnB e glnZ contendo a substituição tirosina 51 por 
fenilalanina (Y51-F) a técnica do megaprimer foi utilizada. A figura 6 mostra um 
esquema do método utilizado. Para obter as mutações de interesse, foram construídos 
oligoucleotídeos específicos que anelam nos respectivos genes, sobrepondo em 
aproximadamente 20 pares de base da região de alvo de mutação. Nessa região foi 
modificado o códon de transcrição Y51-F. Os oligonucleotídeos foram construídos 
através de síntese química utilizando fosforamidites em um Gene Assembler da 
Pharmacia. Os oligonucleotídeos construídos têm as seqüências:
pglnBY51F 5’ G GAA GTC GAC CAC AAA CTC C 3 ’
pglnZY51F 5’ CAG GAA GCT CAC GGA AAA CTC G 3 ’
Em vermelho, são apresentados os nucleotídeos que substituíram a timina 
presente nesta posição por adenina, tanto em glnB, quanto em glnZ de A. brasilense.
Os plasmídeos pJI4 e pJI8 (0,5-1,0pig) foram utilizados como molde em um 
sistema (25 pL) contendo tampão de PCR (10 mmol/L Tris-HCl pH 8,3, 50 mmol/L de
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KC1), 1,5 mmol/L de M gCl2, 0,2 mmol/L de dNTP, 10 pmol de primer reverso e 
mutagênico e 1,5U Taq DNA polimerase.
A reação de amplificação consistiu dos seguintes passos:
etapa 1: 95° C- 5min (1 ciclo) 
etapa 2: 94 ° C- 30 seg ~
57 °C-30 seg 
72 ° C-30 seg (30 ciclos) 
etapa 3: 72 ° C- 7min ( 1 ciclo)
O produto dessa reação, denom inado megaprimer, foi purificado utilizando o 
Kit GFX (G. E. Health Care).
Uma segunda reação de am plificação foi realizada utilizando como molde os 
plasmídeos pJI4 e pJI8 , em um sistema de reação idêntico ao anterior, mas utilizando 
10 pmol de prim er universal e 10 ng do megaprimer purificado em coluna GFX (G. E. 
Health Care). O programa de tem peratura para a reação de amplificação foi:
etapa 1: 95° C- 5min (1 ciclo) 
etapa 2: 94 ° C- 30 seg,
45 ° C- 30 seg 
72 ° C- 2 min (30 ciclos) 
etapa 3: 72 ° C- 7min ( 1 ciclo)
O produto da segunda reação de amplificação a partir do plasmídeo pJI4 (glnZ , 
pTZ18R) foi digerido com as enzimas Ssrl /H indlll e ligado ao vetor pTZ18R digerido 
de com as mesmas enzimas. O produto obtido a partir de reação utilizando o plasmídeo 
pJI8 foi digerido com as enzimas KprúJHindlll e ligado ao vetor pTZ18R ou pDK6 
digeridos com  as mesmas enzimas. O produto de ligação foi transformado em E. coli 
DH10B e os clones obtidos foram seqüenciados para confirm ar a alteração de interesse. 
Com essa reação foram obtidos mutantes g in 8  Y 51—>E; L56—*Q (vetor pD K 6) e glnB  
Y 51—>F; A52 (vetor pTZ18R) e glnZ  Y 51—>¥ (pTZ18R). Os plasmídeos foram 
denominados, respectivam ente, pJIBD51, pJIB51Q e pJIZ51. A deleção de uma base 
no gene glnB  mutante contido nõzplasmídeo pJIB D 51 leva a m udança de fase de leitura
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e portanto esse clone não será utilizado neste trabalho. A proteína GlnB mutante 
expressa pelo plasm ídeo pJIB51Q apresenta a substituição do resíduo Leu56, que é 
altamente conservado em proteínas da família PII, impedindo que seja avaliado 
isoladamente o efeito da substituição de interesse (Y51-F). Este clone também não será 
utilizado neste trabalho.
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FIGURA 6 - ESQUEMA PARA OBTENÇÃO DE MUTANTES SÍTIO DIRIGIDOS 
DOS GENES glnB  E glnZ  DE A. brasilense
Ia Reação de amplificação: obtenção do megap rimer
primer mutagênioo ^  ^
Produto de amplificação com cerca de 200 pb 
contendo parte da região de ligação do r y  
oligonucleotídeo reverso, região de policlonagem e 
porção 5 'do gene glnB ou glnZ
\ 7
■primer reverso





Região amplificada contendo o gene glnB ou 
glnZ mutagenizado no resíduo Tyr51-Phe.
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3.8 SEQÜENCIAM ENTO DE DNA
Ao DNA dupla fita purificada (0,5-1,0- pg) (item 4.5) foi acrescido 4pL  de 
mistura para seqüenciam ento ET mix (Amersham Biosciences) e 1 pmol de 
oligonucleotídeo reverso ou universal. Esta solução então foi submetida a uma reação 
de amplificação do DNA para seqüenciam ento utilizando termociclador Perkin Elmer 
com a seguinte programação: _
etapa 1: 96°C 20seg
60°C lm in 30seg (30 ciclos)
O produto da reação de amplificação de DNA para seqüenciam ento foi 
transferido para um tubo do tipo eppendorf e foram adicionados 6,67pL de acetato de 
amónio 7,5 mol/L e 68pL de etanol absoluto. Os tubos permaneceram em banho de 
gelo 15 minutos. Após este período, os tubos foram centrifugados (13.000 rpm, 15 
minutos). O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 450 pL de etanol 
80%. Após centrifugação o sobrenadante foi novamente descartado e o material seco a 
vácuo. A am ostra foi desnaturada por 2 minutos a uma temperatura de 96°C e 
submetida à eletroforese em seqüenciador automático ABI377 (Applied Biosystems).
3.9 SUBCLONAGEM  DOS GENES glnB  E glnZ  DE A. brasilense E SEUS
M UTANTES
Os plasm ídeos pLMA-2 e pMSA-2 contém, respectivamente, os genes glnB  e 
glnZ  clonados no vetor pTZ19R em orientação oposta ao promotor p lac. Para que 
esses genes pudessem  ser p .os a partir deste promotor, os plasmídeos pLM A-2 e 
pMSA-2 foram digeridos com as enzimas KpnVH indlll (glnB) e SacU H indlll (glnZ) e 
D ral, que cliva o vetor pTZ19R em diversos fragmentos, e ligados ao vetor pTZ18R 
digerido com as mesmas enzimas, de forma a gerar pontas coesivas. O produto de
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ligação foi transform ado em E. coli estirpe 71.18 e plaqueadas em meio M acConkey. 
As colônias obtidas tiveram o seu DNA plasmidial isolado e a clonagem  foi 
confirm ada através de digestão do DNA plasmidial com a enzima Hindlll. Os clones 
selecionados foram seqiienciados para confirmar a orientação de glnB  em relação a 
proteína LacZ .
Os plasm ídeos pJI4 (contendo o gene glnZ), pLM A-2 (contendo o gene glnB), 
pJI6 (glnB  L13—>P), pJI9 (glnB  V 1 0 0 -A ) , pJIZ-2 (glnZ  I 4 5 ^ T  , R101-+C) e pJIZ51 
(glnZ  Y 51—»F) foram digeridos com as enzimas Xbal/H indïïl (glnB  selvagem), 
Kpnl/H indlll (glnB  mutantes) ou Sacl/H indlll (glnZ  e seus mutantes) e ligados ao 
vetor pLAFR3.18 digerido com as mesmas enzimas. O esquem a de clonagem é 
apresentado na figura 7. O produto da ligação foi transformado em E. coli DH10B e as 
colônias obtidas tiveram o seu DNA plasmidial isolado e a clonagem  do inserto foi 
confirmada através de reação de amplificação utilizando os plasmídeos como molde e 
oligonucleotídeos que anelam na região N-terminal e C-terminal do gene glnB  e glnZ  
(ARAÚJO, 2004 e ARAÚJO, 2004). O produto desta reação foi purificado e 
seqiienciado. Os clones obtidos foram denominados: pJI5 (glnB, pLAFR3.18), pJIl 
(glnZ, pLAFR3.18), pJIlO (glnB  L13-*P, pLAFR3.18), p J I l l  (glnB  V IO O ^A , 
pLAFR3.18), pJI 13 (glnZ  I 4 5 ^ T  / R lO l^ C ,  pLAFR3.18), pJHZ51 (glnZ  Y 5 1 ^ F , 
pLAFR3.18).
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FIGURA 7 - ESQUEMA DE CLONAGEM DOS GENES glnB  E glnZ  E SEUS 
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Ligação no vetor pLAFR3.18
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3.10 CONJUGAÇÃO BACTERIANA
A conjugação interespecífica de bactérias foi realizada utilizando o sistema 
tríplice conforme descrito por Pedrosa e Yates (1984). Neste sistema, as estirpes de A. 
brasilense são as estirpes receptoras e as estirpes de E. coli, as doadoras. A estirpe
S I7.1 apresenta os genes de transferência de plasmídeos tra+ integrado ao seu 
cromossomo, que são responsáveis pela formação do “pilus” de conjugação bacteriano 
permitindo que o plasmídeo seja transferido por conjugação simples. Quando as 
estirpes doadoras foram DH5ct, 71.18 ou DH10B o método utilizado foi conjugação 
tríplice sendo necessária a participação de uma segunda estirpe de E. coli, que 
continha o plasm ídeo pRK2013 que possui os genes tra.
E.coli estirpes D H 5a, 71.18, S-17 ou DH10B contendo os plasm ídeos pJI5 
(glnB), pJIl (glnZ), pJIlO (glnB L13-+P), p J I l l  (glnB  V IO O ^A ), pJI13 (glnZ  
T45—rí/C101—>R), pJIlZ 51 (glnZ  Y 5 1 ^ F ) , p2.3 (nifHDX::Tn5.B20) e pRK2013 
(plasmídeo mobilizador, T ra+) foram crescidas em 2,5 ml de meio LB, a 37°C, sob 
rotação de 120 rpm, por 5 horas. Paralelamente, as estirpes de A. brasilense F P 2 ,7611, 
7628 e 2812 foram crescidas em meio NFbHPN, conforme descrito a 30° C e 120 rpm, 
por 18 h. Um mililitro das culturas de A. brasilense foi misturado em tubos do tipo 
eppendorf com 100 pL de cultura de E. coli. Os tubos foram centrifugados por trinta 
segundos. O sobrenadante foi retirado, m antendo-se aproximadamente 50pl do meio 
nos tubos. As células ressuspensas foram plaqueadas em meio NFbHPN/LA (1:1). As 
placas foram incubadas a 30 0 C por 24 h. A massa de células formada foi coletada, 
transferida para eppendorf estéreis e ressuspensas em lm l de meio NFbHPN e 100pl 
de diluição 10’2 foram plaqueadas em meio NFbHPN com os antibióticos adequados. 
As placas foram incubadas a 30°C e as colônias obtidas foram coletadas.
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3.11 ATIVIDADE DE NITROGENASE
A determ inação da atividade de nitrogenase em A. brasilense foi realizada 
utilizando o método de redução de acetileno a etileno (DILKW ORTH, 1966; 
SHOLLHORN & BURRIS, 1967; PEDROSA E YATES; 1984)
3.11.1 Atividade de Nitrogenase em Meio Líquido
Culturas de A. brasilense e seus transconjugantes foram crescidas em meio 
NFbHPN (20mmol/L NH4C1) por 48h em agitadores rotacionais a 120rpm e 30°C. 
Após este período, cerca de lOOpL de da cultura foram inoculadas em meio NFbHP 
contendo 1% de LB, em condições de desrepressão da nitrogenase (4mmol/L de 
NH4C1) e repressão da atividade da nitrogenase (20mmol/L) (MACHADO et al.,
2001). As culturas foram mantidas em agitadores a 120 rpm e 30°C por 18h. Os 
frascos contendo as culturas foram selados com rolhas de borracha (subba-seal), 
acetileno gasoso foi injetado na cultura (10%do volume da fase gasosa) e os frascos 
foram incubados sob agitação, a 30°C por 30 min ou lh . Amostras de 0,5mL de fase 
gasosa foram coletadas no tempo indicado para a determ inação da formação de etileno 
através de cromatografia gasosa. O cromatógrafo utilizado foi Varian modelo 3400, 
equipado com coluna Porapak N e detector de ionização de chama. O gás de arraste foi 
o nitrogênio superseco (fluxo de 20 mL/min), a tem peratura da coluna foi de 110°C e a 
do detector 200°C. Como padrão, foi utilizado etileno 100 ppm fornecido pela W hite 
Martins S/A.
A atividade específica da nitrogenase foi expressa em nmol de etileno formado 
por minuto e por miligrama de proteína.
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3.11.2 Atividade de Nitrogenase em Meio Semi-Sólido
Para a determ inação da atividade de nitrogenase em meio semi-sólido 30 pL de 
culturas saturadas de A. brasilense foram inoculadas em 4mL meio NFbHP semi- 
sólido, em frascos de lOmL. As culturas foram mantidas em estufa estática a 30°C e, 
após 24h, ou formação de películas de bactéria na superfície do meio de cultura, os 
frascos foram selados com rolhas de borracha e acetileno (10% da fase gasosa) foi 
injetado. As culturas foram incubadas por 30 min ou lh  e atividade de nitrogenase 
determinada.
3.12 DETERM INAÇÃO DO DESLIGAM ENTO DA NITROGENASE EM A.
brasilense
Uma cultura de A. brasilense foi inoculada em frascos de 60mL contendo 12 mL 
de meio NFbHP líquido acrescido de 4mmol/L de NH4C1 e 1% de LB, a 120rpm , 
durante 18 horas (D .0 .60o entre 1,8 e 2,0). Os frascos foram então vedados com rolhas 
de borracha e neles foi injetado um volume de acetileno equivalente a 10% da fase 
gasosa.
Após 20 minutos, amostras do gás contido nos frascos (0,5 mL) foram coletadas e 
a redução do acetileno à etileno foi determ inada através de cromatografia de fase 
gasosa. Após 40 min de injeção de acetileno, foram adicionados às culturas 200 
pmol/L ou 1 mmol/L de NH4C1. Foram coletadas amostras de 0,5 mL nos tempos 
indicados e a produção de etileno determ inada por cromatografia gasosa. Foi utilizado 
um cromatógrafo Varian 244DD equipado com coluna Porapak N e um detector de 
ionização de chama. O gás de arraste foi nitrogênio superseco (fluxo de 20 mL/min). A 
temperatura da coluna foi de 110° C e do detector 200° C. Como padrão, foi utilizado 
etileno padrão 100 ppm (W hite M artins).
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3.13 DETERM INAÇÃO DO CRESCIM ENTO DEPENDENTE DE NITRATO EM
A. brasilense
As estirpes de A. brasilense foram crescidas em meio NFbHPN e inoculadas 
com alça de platina em meio sólido NFBHP contendo como fonte única de nitrogênio 
10 mM de K N 0 3. As placas foram incubadas por 72h em estufa a 30°C e o 
crescimento foi avaliado visualmente. Em caso de ausência de crescim ento, as placas 
foram incubadas a 30°C por até 96h para a confirmação do resultado.
3.14. DETERM INAÇÃO DA EXCREÇÃO DE AM ÓNIO EM A. brasilense
Para a determ inação de amónio excretado no meio por A. brasilense, 30 pL de 
culturas saturadas foram inoculadas em meio NFbHP líquido (5 mL) contendo como 
fonte de nitrogênio 10mmol/L de nitrato de potássio. Após 24h de crescim ento, 
alíquotas foram coletadas, centrifugadas e a concentração de amónio foi determ inada 
utilizando o m étodo do indofenol conforme descrito por Chaney e M arbach (1962).
3.15 CAPTAÇÃO DE [14C] M ETILAMÔNIO EM A. brasilense
As células de A. brasilense foram crescidas em meio NFbHP contendo 20 
mmol/L NH 4C1 (condição de excesso de nitrogênio) ou 0,5 mmol/L de glutamato 
(condições limitantes de nitrogênio) em banho a 30°C, com agitação recíproca de 120 
rpm, até ser atingida D. O .600 de aproximadamente 1,2. Foram adicionados às culturas 
10 pmol/L de [14C]metilamônio, análogo radioativo de amónio (atividade específica 
0,546 pCi/mol), Amostras foram removidas em diferentes tempos (0; 2; 5; 10; 15 e 20 
min), filtradas rapidam ente (porosidade de 0.45 pm de diâmetro, membrana de nylon 
Hybond N+), lavadas cinco vezes com o meio NFbHP (100pL). A radioatividade 
intracelular foi m edida em aparelho phosphorimage (Storm 820, M olecular Dynamics-
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Amersham Bioscience) e os dados obtidos analisados pelo programa Image-Quant 
(M olecular Dynam ics-Am ersham  Bioscience).
3.16 TRANSPORTE DE AM ÓNIO EM A.brasilense
As células foram crescidas em meio NFbHP suplem entado com 4 mmol/L 
NH4C1 em banho a 30°C e agitação recíproca de 120 rpm. Após aproximadam ente 18h 
e uma D.O 600 de aproximadamente 1.2, amostras foram coletadas e a ausência de 
amónio no meio verificada utilizando o método do indofenol (CHANEY & 
MARBACH, 1962). No tempo zero, foram adicionados ao meio de cultura (5mL) 200 
gmol/L de NH4C1. Amostras (600 pL) foram removidas em diferentes tempos (0, 2, 5, 
10 e 15 min), rapidamente centrifugadas e o sobrenadante coletado foi mantido em 
gelo até a determinação da concentração de amónio pelo método de indofenol 
(CHANEY & MARBACH, 1962).
3.17 DETERM INAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE PROTEÍNAS
A determ inação da concentração de proteína foi estabelecida utilizando o 
método de BRADFORD (1976), utilizando como padrão soro albumina bovina.
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO
Para a realização deste estudo, mutantes das proteínas“GlnB e GlnZ foram obtidos e 
analisados. Para isso, duas técnicas de mutagênese foram utilizadas: a mutagênese 
aleatória e a mutagênese sítio-dirigida. A primeira visava a obtenção de mutantes 
aleatórios puntuais em toda a extensão da proteína, enquanto que a segunda visava a 
obtenção de mutantes específicos.
4.1 OBTENÇÃO DE FORMAS MUTANTES DOS GENES glnB  E glnZ  de A.
brasilense
4.1.1 Mutagênese Aleatória
Para a obtenção de mutantes nos genes glnB e glnZ  de A. brasilense foi utilizado 
um método de mutagênese por reação em cadeia da polimerase (PCR), empregando 
MnCl2 e baixa concentração de dNTP. Estas condições induzem a Taq DNA polimerase a 
erros de inserção de bases e, em média, produz uma modificação a cada 200-300 
nucleotídeos em pelo menos 50% dos clones (LIN-GOERKE et al., 1997). Assim, os 
fragmentos amplificados de aproximadamente 400 pb contém os genes glnZ  e glnB  com 
mutações pontuais.
A reação de PCR mutagênica foi realizada utilizando como molde o produto de 
uma reação de amplificação anterior, sob condições normais. Nesta reação foram 
utilizados os oligonucleotídeos universal e reverso que anelam especificamente a 
seqüências do vetor que flanqueiam os genes. As condições ótimas de amplificação foram 
inicialmente obtidas variando a concentração de DMA molde, oligcnucleotídeos, 
temperatura e tempo de anelamento. Os produtos da amplificação consistiam de apenas
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um fragmento de cerca de 350 pb. Cerca de 10 ng de cada fragmento (correspondente aos 
genes glnB  e glnZ) foram utilizados como molde na PCR mutagênica. Os produtos de 
PCR obtidos (item 3.6) foram digeridos com as enzimas restrição EcoKl e HindlU (glnB) 
e SaclJHindUl (glnZ) e ligados ao vetor pTZ18R. Os clones foram selecionados e 
seqüenciados e as seqüências obtidas foram analisadas pelo programa BioEdit e BLAST 
2.0 e alinhadas com os genes glnB e glnZ  intactos de A. brasilense. Uma vez 
identificadas as alterações, os clones foram submetidos a um novo seqüenciamento no 
sentido reverso, para confirmar as alterações. Dos clones seqüenciados, um plasmídeo 
apresentou mutações que levaram a duas trocas de aminoácidos no gene glnZ  de A. 
brasilense a isoleucina-45 foi substituída por uma treonina (I45-T) e a substituição do 
resíduo arginina-101 por uma cisteína (R101-C). Na primeira mutação, um aminoácido 
polar não carregado substituiu um aminoácido apoiar. Na segunda mutação um 
aminoácido polar não carregado substituiu um aminoácido carregado positivamente. Esse 
plasmídeo foi denominado pJIZ2.
No alinhamento da seqüência obtida com a seqüência do gene glnB  selvagem de A. 
brasilense foram identificados dois clones que continham trocas de bases. Em um dos 
clones houve a mutação do resíduo leucina 13 por uma prolina (L13-P), ou seja, um 
aminoácido polar não carregado substituiu um aminoácido apoiar. Esse clone passou a se 
denominar pJI6. No segundo, ocorreu uma substituição do resíduo valina-100 por uma 
alanina (V100-A). Esse clone passou a ser denominado pJI9.
As mutações obtidas nesses clones podem provocar mudanças conformacionais na 
estrutura das proteínas ou mudanças na distribuição de cargas, podendo levar a alterações 
funcionais nas mesmas.
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4.1.2 Mutagênese Sítio Dirigida
Os plasmídeo pMSA-2 contém o glnZ  de A. brasilense clonado no vetor pTZ19R 
(ARAÚJO et al., 2004). O plasmídeo pLMA-2 apresenta o gene glnB  de A. brasilense 
fusionado a uma região que codifica para 6 resíduos de histidina na região N-terminal da 
proteína GlnB, clonados no vetor pTZ19R (ARAÚJO et al., 2004). Esses genes 
encontram-se em posição oposta ao promotor do gene lacZ  e como não possuem seus 
promotores próprios, não são expressos. Para a construção dos plasmídeos contendo os 
genes glnB e glnZ  na mesma orientaçãodo promotor p lac, os plasmídeos pLMA-2 e 
pMSA-2 foram digeridos com as enzimas EcoRAJ Hiná\R  (glnZ) e Kpn\JHind\\ (glnB) e 
ligados ao vetor pTZ18R cortado com as mesmas enzimas. Os clones gerados foram 
seqüenciados para confirmar a orientação e a integridade dos genes. Os plasmídeos 
obtidos foram denominados pJI8 (contendo o gene glnB) e pJI4 (contendo o gene glnZ).
O resíduo tirosina-51 é altamente conservado entre as proteínas PII e é o sítio de 
uridililação dessas proteínas em resposta às variações da concentração de amónio 
intracelular. Para estudar o efeito da uridililação nas proteínas GlnB e GlnZ de A. 
brasilense, mutantes contendo a substituição desse resíduo por uma fenilalanina (Y51-F) 
foram construídos. Para a obtenção dos mutantes, os plasmídeos pJI4 e pJI8 foram 
utilizados como molde numa reação em cadeia da polimerase, utilizando a metodologia 
descrita no item 3.7 da seção Materiais e Métodos, conhecida como megaprimer.
Comparando-se a seqüência obtida de um plasmídeo com a do gene selvagem de A. 
brasilense foi confirmada a presença da mutação no gene glnZ, que subtituiu a tirosina-51 
por fenilalanina. O plasmídeo passou a se chamar pJIZ51. Para o gene glnB, o gene 
apresentou além da alteração mutação Y51-F, a alteração leucina-56 por glutamina (L56- 
Q). Como o resíduo L-56 é conservado nas proteínas GlnB de diferentes organismos, esse 
mutante não será utilizado para avaliarmos o efeito do resíduo Y51, uma vez que essa 
segunda alteração pode aiierar a estrutura da região de uridililação dessa proteína.
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4.2 CLONAGEM DOS GENES glnB, glnZ  E SEUS MUTANTES NO VETOR 
pLAFR3.18
Os genes glnB, glnZ  e seus derivados mutantes foram clonados em vetor 
pLAFR3.18, para utilização nos ensaios de fisiologia, devido à estabilidade deste vetor 
em A. brasilense. Para isso, o gene glnB foi isolado a partir do vetor pLMA-2 por 
digestão com as enzimas Xbal/HindlE. Os genes glnZ  e glnZ  mutagenizados 
aleatoriamente (item 3.6), foram isolados a partir de restrição dos plasmídeos pMSA-2 e 
pJIZ2 (glnZ  T45-I; R101-C) com as enzimas SstUHindlU, e dos plasmídeos pJI6 (glnB 
L13-P) e pJI9 (glnB V100-A) com as enzimas KpnUHindUl. Os fragmentos purificados 
foram ligados ao pLAFR3.18 e os produtos de ligação foram transformados em E. coli 
71.18.
Para confirmar a presença dos insertos contendo o gene glnB, glnZ e seus 
derivados, foi realizada uma reação de PCR utilizando os oligonucleotídeos que anelam 
às seqüências de bases no vetor que flanqueiam o inserto e os plasmídeos utilizados como 
moldes. A presença do produto de amplificação do plasmídeo recombinante de tamanho 
de aproximadamente 450 pares de bases confirmou a clonagem.
Os plasmídeos recombinantes foram transferidos para as estirpes de A. brasilense 
selvagem e seus mutantes para estudar o efeito das proteínas GlnB e GlnZ mutantes na 
fixação e metabolismo de nitrogênio.
4.3 CARACTERIZAÇÃO DOS~MUTANTES GlnB E GlnZ A. brasilense 
As proteínas mutantes obtidas foram ensaiadas in vivo em A. brasilense.
4.3.1 Atividade de Nitrogenase
Como sugerido anteriormente, as proteínas do tipo PII em A. brasilense estão 
envolvidas no metabolismo de nitrogênio. Para avaliar o efeito das proteínas GlnB
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selvagem, GlnZ selvagem, GlnB V100-A, GlnB L13-P, GlnZ I45-T; R101-C e GlnZ 
Y51-F em A. brasilense, a atividade de nitrogenase foi avaliada nas estirpes selvagem 
(FP2), mutante 7611 (mutante glnZ), 7611 contendo o plasmídeo pJIl (expressa GlnZ, 
plac), 7611 contendo o plasmídeo pJI 13 (expressa GlnZ I45-T;R101-C, p lac), 7611 
contendo o plasmídeo pJILZ51 (expressa GlnZ Y 51-F, plac), 7628 (mutante glnB), 7628 
contendo o plasmídeo pJI5 (expressa GlnB, plac), 7628 contendo o plasmídeo pJIlO 
(expressa GlnB L13-P, plac), 7628 contendo o plasmídeo pJIl 1 (expressa GlnB V100-A, 
p lac).
A figura 9 mostra a atividade de nitrogenase dos transconjugantes obtidos. A 
estirpe selvagem (FP2) apresentou uma atividade de nitrogenase de 16 nmol de etileno . 
mg prot ”'. min ”'. A estirpe 7611 apresentou uma atividade de nitrogenase equivalente a 
13 nmol de etileno . mg prot ”'. min”1, enquanto que a estirpe 7611 pJIl (expressando 
GlnZ nativa) apresentou uma atividade de 19,7 nmol de etileno . mg prot min”1. A 
estirpe 7611 pJILZ51, expressando a proteína GlnZ Y51-F, apresentou a maior atividade 
(26,5 nmol de etileno . mg prot ”’. min”1). Entretanto, a estirpe mutante que expressa a 
proteína GlnZ I45-T; R101-C apresentou atividade inferior à estirpe selvagem e 
semelhante à estirpe 7611 (12,9 nmol de etileno . mg prot ”’. min”1).
A estirpe mutante glnB (7628) é incapaz de fixar nitrogênio (DE ZAMAROCZY et 
al., 1998). No experimento realizado, esse fenótipo foi reproduzido. A expressão da 
proteína GlnB pelo plasmídeo pJI5 complementou esse fenótipo, resultando em uma 
atividade de 14 nmol de etileno . mg prot ”'. min”1, simiiar a estirpe selvagem FP2. 
Entretanto, as estirpes expressando as proteínas mutantes GlnB V100-A e GlnB L13-P 
foram incapazes de fixar nitrogênio tanto quando testadas em meio sólido, quanto em 
meio semi-sólido, mostrando que a substituição desses aminoácidos leva a total inativação 
da proteína GlnB na função avaliada. Como a ativação de transcrição dos genes 
relacionados com a síntese da nitrogenase depende da ativação de NifA por GlnB, os 
resultados sugerem que as proteínas mutantes são incapazes de ativar NifA.
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FIG U R A  9 - EFEITO D A S PR O T EÍN A S G lnB , GlnZ E SE U S M U T A N T E S N A













Atividade de nitrogenase das estirpes FP2 (selvagem), 7611 (mutante glnZ), 7611 GlnZ 
(contendo o plasmídeo pJIl), 7611 GlnZ Y51-F (contendo o plasmídeo pJHZ51), 7611 GlnZ-145- 
T,R101-C (contendo o plasmídeo pJI 13), 7628 (mutante glnB), 7628 GlnB (contendo o 
plasmídeo pJI5), 7628 GlnB V100-A (contendo o plasmídeo pJI 11), 7628 GlnB-P (contendo o 
plasmídeo pJIlO). As médias obtidas resultam de três experimentos independentes, as barras 
indicam os desvios obtidos.
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4.3.2 Desligamento/Religamento da Nitrogenase em A. brasilense
Em Azospirillum brasilense a atividade da nitrogenase é controlada 
covalentemente por íons amónio (HARTMANN et al., 1985). A adição de NH4+ às 
células desreprimidas para a nitrogenase produz o desligamento (switch-off) da 
nitrogenase, devido a ADP-ribosilação de uma das subunidades da proteína Fe, mediada 
pelo sistema DRAT/DRAG (ZHANG et al, 1993). Em A. brasilense foi demonstrado que 
a proteína GlnB está envolvida no desligamento da nitrogenase (KLASSEN et al., 
submetido), e que a proteína GlnZ é necessária para que ocorra a reativação da atividade 
da nitrogenase (KLASSEN et al., 2001). Assim, esse processo provavelmente envolve a 
sinalização pelas proteínas GlnB e GlnZ às proteínas DraT e DraG, respectivamente. Para 
tentar determinar a participação das proteínas e o envolvimento de GlnZ na sinalização 
para o sistema de desligamento/religamento da nitrogenase, a atividade da proteína 
mutante obtida foi testada em A. brasilense. A atividade da nitrogenase foi determinada 
pela taxa de redução de acetileno a etileno em culturas crescidas em meio líquido 
desreprimidas na ausência de nitrogênio fixado (DDLWORTH, 1966; ZHANG et al., 
1993).
4.3.2.1 Efeito da proteína GlnZ Y51-F no desligamento/religamento da nitrogenase por 
adição de íons amónio
O perfil de desligamento e religamento da nitrogenase foi avaliado na estirpe 
mutante glnZ  (7611) expressando a proteína GlnZY51-F. A figura 10 mostra que a adição 
de 0,2 mmol/L de amónio a culturas desreprimidas de A. brasilense estirpe selvagem FP2 
(A) levou a total inativação da nitrogenase. Após aproximadamente 30 minutos, ocorreu 
uma recuperação da atividade de nitrogciiase. Ac contrário da estirpe selvagem, a estirpe 
7611 expressando a proteína GlnZY51-F (D) é capaz de recuperar somente 40% da
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atividade inicial e, mesmo após 60 minutos, a atividade da enzima não voltou aos níveis 
iniciais. Este perfil foi semelhante ao da estirpe mutante glnZ  (7611) (B).
Após a adição de amónio a cultura desreprimida, a enzima DraT é temporariamente 
ativada e DraG inativada, o que leva à transferência de um grupamento ADP-ribosil à 
nitrogenase, inativando-a. Com o consumo dos íons amónio, a DraT perde a atividade e 
DraG é reativada removendo o grupamento ADP-ribosil da nitrogenase. Klassen et al. 
(2001) sugeriram que a proteína GlnZ é necessária para a reativação da DraG após o 
choque de amónio em A. brasilense. O choque de amónio leva à desuridililação das 
proteínas PII. Com o consumo do mesmo, as proteínas PII são uridililadas no resíduo 
Y51. Como a proteína GlnZY51F não pode ser uridililada após consumo dos íons 
amónio, este resultado indica que uridililação de GlnZ é importante para sinalizar ao 
sistema DraT/DraG à volta das condições de fixação de nitrogênio após o choque e 
consumo de amónio. Uma interpretação alternativa é a persistência da atividade de DraT 
após o consumo de NH4+; neste caso a uridililação de GlnZ seria necessária para a 
sinalização para DraT. Os resultados sugerem também que a uridililação de GlnZ não é 
essencial para a ativação de DraT, uma vez que ocorre inativação da nitrogenase após 
adição de íons amónio.
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FIG U R A  10- EFEITO D A  PR O T EÍN A  GlnZ Y 51-F  N O  D E SL IG A M E N T O  E
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Tempo (minuto) Tempo (minuto)
No tempo zero 0,2 mmol/L de cloreto de amónio foi adicionados às culturas desreprimidas de A. 
brasilense e a atividade de nitrogenase foi determinada pelo método de redução de acetileno. A) 
Estirpe selvagem FP2; B) estirpe mutante glnZ (7611); C) 7611 pJIl ( expressa GlnZ selvagem); 
D) 7611 pJIlZ51 (expressa GlnZ Y51-F). Os valores são médias de três experimentos 
independentes e as barras indicam o desvio padrão. A atividade máxima de nitrogenase foi de 
aproximadamente 28 nmol etileno'1. mg prot'1.
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4.3.2.2 Efeito da proteína GlnZ -I45-T, R101-C no desligamento/religamento da 
nitrogenase por adição de íons amónio
Para avaliar o envolvimento dos resíduos Ile-45 e Arg-101 da proteína GlnZ no 
religamento da nitrogenase após adição e consumo de íons amónio, as culturas de A. 
brasilense estirpe selvagem (FP2), mutante glnZ  (7611) e mutante glnZ  contendo o 
plasmídeo pJIl 3 (expressa GlnZ 145-T; R101-C) tiveram o seu perfil de 
desligamento/religamento da nitrogenase testados
A figura 11 mostra que o GlnZ 145-T; R101-C complementou parcialmente o 
fenótipo da estirpe 7611 (D). A adição de íons amónio às culturas de A. brasilense estirpe 
selvagem (A) causou a inativação de aproximadamente 80% da atividade de nitrogenase 
em aproximadamente 20 minutos. Trinta minutos após a adição de íons amónio, a estirpe 
selvagem recuperou 80% da atividade da nitrogenase. A figura mostra que a atividade de 
nitrogenase da estirpe que expressa GlnZ I45-T;Ri01-C foi inativada e posteriormente 
recuperada, mas a cinética do processo foi substancialmente alterada. A atividade de 
nitrogenase nesta estirpe foi completamente recuperada apenas 80 minutos após o choque 
de amónio. Por outro lado, nenhuma atividade de nitrogenase foi observada na estirpe 
7611 expressando a proteína mutante GlnZ I45-T;R101-C, 30 minutos após a adição de 
amónio; e mesmo 65 minutos depois, apenas 20% da atividade inicial estava presente. 
Este perfil difere também daquele do mutante 7611 (B), onde a atividade não foi 
recuperada mesmo 80 minutos após a adição de íons amónio, sugerindo uma alteração na 
sinalização para o sistema DraT/DraG. Uma vez que DraG parece ser o alvo de GlnZ, os 
resíduos mutagenizados na proteína GlnZ I45-T;R101-C, portanto, podem estar 
envolvidos nesta interação.
O resíduo ArglOl é altamente conservado nas proteínas tipo PH, sugerindo sua 
participação nos processos de sinalização. A região compreendida entre os resíduor 102 a 
105 °onstitui a chamada alça C (CHEAH et al., 1994;de MEL et al., 1994;'.C A PE et al 
1996). Recentemente, foi mostrado que esta região da proteína-GlnB de H. seropedicae
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está envolvida com a interação com NifL-NifA de K. pneumoniae (BONATTO et al., 
2005) e, na proteína GlnB de R. rubrum , esta envolvida com a sinalização para a proteína 
NifA (ZHANG et al., 2004).
A posição 45 de proteínas PE possui os resíduos apoiares de cadeia grande leucina, 
isoleucina ou valina (figura 12), sugerindo sua importância para a função destas proteínas. 
Estudos de cristalização da proteína GlnB de E. coli (CHEAH et al., 1994;de MEL et al., 
1994; CARR et al 1996) mostraram que a região que envolve os resíduos 37 ao 55 
compreende a alça T, sítio de uridililação nessa proteína (CHEAH et al., 1994). O resíduo 
Ile45 está localizado nesta alça e encontra-se ao lado do resíduo Tyr46 que é altamente 
conservado nas proteínas da família PII de vários organismos (Figura 12). Esse resíduo 
parece estar envolvido na ligação da proteína GlnD, responsável pela uridililação das 
proteínas PE em baixos níveis de amónio (JAGGI et al., 1996; JIANG et al., 1997). 
Substituições na região da alça B e na base da alça T em GlnB de enterobactérias afeta a 
interação com pequenas moléculas ligantes e com as proteínas GlnD, GlnE, NifL e NtrB 
(JIANG et al., 1997; ARCONDÉGUY, LAWSON e MERRICK, 2000; JAGGI et al., 
1996). É interessante notar que mutações nos resíduos 43 e 54 da proteína GlnB de K. 
pneumoniae permite a sua interação com o complexo NifL-NifA, função específica da 
proteína GlnK nativa de K. pneumoniae (ARCONDÉGUY, LAWSON e MERRICK, 
2000).
Os resultados descritos aqui apoiam a conclusão de que os resíduos 45 e 101 são 
importantes para a transdução de sinal dos níveis de nitrogênio intracelular, efetuada pela 
proteína GlnZ.
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FIG U R A  11- EFEITO D A  PR O T EÍN A  GlnZ I45-T , R 101-C  N O  D E SL IG A M E N T O  E
R E LIG A M EN TO  D A  N IT R O G E N A SE  POR A D IÇ Ã O  DE ÍO N S A M Ó N IO  EM
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No tempo zero 0,2 mmol/L de cloreto de amónio foram adicionados às culturas 
desreprimidas de A. brasilense e a atividade de nitrogenase foi determinada pelo método de 
redução de acetileno. A) Estirpe selvagem FP2; B) estirpe mutante glnZ (7611); c) 7611 pJIl 
(expressa GlnZ selvagem); D) 7611 pJI 13 (expressa GlnZ 145-T, R101-C). Os valores são médias 
de três experimentos independentes e as barras indicam o desvio padrão. A atividade máxima de 
nitrogenase foi de aproximadamente 19 nmol etileno'1. mg prot'1.
Resultados e Discussão 63
FIGURA 12 - ALINHAMENTO DA SEQUÊNCIA DE AMINOÁCIDOS DE PROTEÍNAS DA
FAMÍLIA PII
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IELUIEDALUEEA IEAI QQAAQT tE I tDtXIFUVA IEEAI EI ET tEE ttDAI 
IEUUMEDSLUERA IEAI QQAAHT tE I tDtXIFUTPUEEUURI ET tEX ttDAI 
IEHULPDmUDIA IE A lU t A AETEXI tDtXIFU 3 3 IEQAI EI ET tET tED AU 
IEUUUDDKUUEQAUDAI IXA ART tX I tDtXIFU QEUEQUI EI ET tET tED AU 
IDUAIADDQLDEU ID IUSXA AVT tX I tDtXIFU AELQRUI EI ET tEADEAAL 
IDUAIADDQLDEUUDUISXAAVT tX I tDtXIFUAELQEUIEIET tES DEAAL 
IEUAU SDtLADLAUEAI CM A AETDRI tDtXUFUVDLDK IUEI ET tEI DAD AL 
UEUAU SDDQVEQUUEAIQXA AMTtE ItD tX IFU LDIAQAUEI ET tETHTEAL 
IELAUPDMLLDQUUETIQ3 TAQT tX ItD tX IFU FDLtEAUEIET tER tEEAL 
* : : :  : :*  * : * * * * * ; * *  ; . ; * * * * * *  * ; 
IEUUUPDDLUDQAUEAIQXAAQT tX I tD tXIFUFD ÍEEUIEIETtETÍEDAL
Alinhamento da sequência de aminoácidos das proteínas do tipo PII encontradas em E. 
coli (E. c.), K. pneumoniae (K. p.) Rhodospirillum rubrum  (R. r.), Azospirillum brasilense  (A. b.) 
Rhodobacter capsulatus (R. c.). O alinhamento das seqüências de aminoácidos foi realizado pelo 
programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994). Os asteriscos identificam aminoácidos idênticos, 
dois pontos indicam aminoácidos de alta similaridade e um ponto mostra a presença de baixa 
similaridade entre os aminoácidos. As alça B, alça C e alça T são identificadas por barras negras 
sobre as seqüências.
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4.3.2.3 Efeito da inativação do gene amtB sobre a regulação da atividade de nitrogenase 
de A. brasilense
Em contraste com vários organismos, em A. brasilense o gene amtB não forma um 
operon com o gene glnK  (VAN DOMMELEN et al., 1998). Embora os genes amtB e glnZ  
de A. brasilense não estejam fisicamente próximos, a mutação no gene glnZ  afeta a taxa de 
captação de metilamônio: o mutante glnZ  tem uma taxa de captação de metilamônio cerca 
de 2 vezes maior do que a estirpe selvagem (DE ZAMAROCZY et al., 1998). O mutante 
amtB de A. brasilense não é capaz de transportar metilamônio, mas é capaz de fixar 
nitrogênio e possui atividade de nitrogenase semelhante à da estirpe selvagem (VAN 
DOMMELEN et al., 1998).
Resultados recentes mostraram que a proteína GlnK de E. coli (provável ortóloga de 
GlnZ de A. brasilense) controla a atividade do transportador de amónio AmtB de E. coli, 
estabelecendo uma ligação entre o transporte de íons amónio e proteínas PII (COUTTS et 
al., 2002). Na tentativa de verificar alguma relação entre GlnZ e AmtB em A. brasilense, o 
efeito do desligamento/religamento da nitrogenase por adição de íons amónio foi avaliado 
na estirpe FA J310 que apresenta o gene amtB inativado.
A figura 13 mostra que na estirpe mutante FAJ310 (mutante amtB) a inativação da 
nitrogenase 20 minutos após a adição de NH4T foi incompleta (a atividade remanescente 
foi maior que 20%) e que a cinética de inativação e reativação da nitrogenase são 
visivelmente mais lentas. Finalmente, 100 minutos após a adição de íons amónio a 
recuperação máxima foi de aproximadamente 60% da atividade inicial.
A explicação para o efeito observado é que a ausência do transportador de amónio 
AmtB causa uma diminuição da taxa de captação dos íons amónio em concentrações da 
ordem de mie omols por litro. Este atraso resultaria em um retardamento da inativação da 
nitrogenase. Dommeíien et al. (1998) sugeriram que além do transportador AmtB existiria 
um segundo mecanismo de transporte de NH4+, porém de baixa afinidade. Este suposto
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sistema teria, portanto, baixa atividade em concentrações micromolares e ineficiente para 
ativar a ADP ribosilação rapidamente.
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FIG U R A  13 - EFEITO D A  A D IÇ Ã O  D E ÍO N S A M Ó N IO  SO BR E A  A T IV ID A D E  DE
N IT R O G E N A SE  EM A. brasilense ESTIRPE FAJ (M U T A N T E  amtB)
tempo (minutos)
No tempo zero 0,2 mmol/L de cloreto de amónio foram adicionados às culturas 
desreprimidas de A. brasilense e a atividade de nitrogenase foi determinada pelo método 
de redução de acetileno. Os valores são médias de três experimentos independentes e as 
barras indicam o desvio padrão. A atividade máxima de nitrogenase (100%) foi de 
aproximamente 20 nmol etileno.min-1.mg proteinal
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4.3.3 Taxa de Captação de íons Amónio em A. brasilense
De Zamaroczy (1998) mostrou que as proteínas GlnZ e GlnB participam do 
sistema de regulação da captação de metilamônio, extrapolando seus resultados para a 
captação de amónio. Para confirmar se esse dado pode ser realmente extrapolado para o 
transporte de amónio, as estirpes selvagem (FP2), 7611 (mutante glnZ), 7611 expressando 
a proteína GlnZ (pJIl), 7611 expressando a proteína mutante GlnZ Y51-F (pJILZ51) e 
duplo mutante 2812 (glnBglnZ) tiveram a sua taxa de transporte de amónio foram 
determinadas. As culturas foram crescidas em condições de desrepressão da nitrogenase e 
no tempo zero foram adicionados 0,2 mmol/L de amónio às culturas.
Os resultados apresentados na figura 14 mostram que a estirpe selvagem FP2 
consome todo o amónio adicionado (0,2 mmol/L) após 15 minutos. O mesmo resultado 
foi obtido utilizando o mutante glnZ  (7611) contendo o plasmídeo pJIl. A inclinação das 
duas curvas foi a mesma, indicando que a taxa de transporte nas condições utilizadas é a 
mesma. Para avaliar se o estado de uridililação de GlnZ exerce influência no transporte de 
amónio, a taxa de captação de amónio na estirpe 7611 contendo o plasmídeo pJILZ51 
(glnZY51-F) foi determinada (Figura 14). Nenhuma diferença em relação à estirpe 
selvagem FP2, mutante glnZ  ou à estirpe expressando GlnZ selvagem de A. brasilense foi 
observada. Klassen e colaboradores (submetido, 2005) verificaram que a estirpe mutante 
glnB não apresenta modificaçõs no transporte de amónio quando comparado à estirpe 
selvagem FP2.
A falta de efeito da mutação em glnZ  ou glnB sobre o transporte de amónio poderia 
ser devido a uma complementação funcional pela proteínas parálogas respectivas, já  que 
estas proteínas têm cerca de 85% de similaridade. Para excluir esta possibilidade a taxa de 
captação de amónio da estirpe duplo mutante glnB glnZ  (2812) foi determinada nas 
mesmas condições. A figura 15 mostra que esta estirpe é capaz de captar os íons amónio 
adicicáados às culturas com taxa comparável àquela da estirpe selvagem FP2 ou das 
estirpes mutantes simples.
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Os resultados obtidos sugerem que nem GlnZ nem GlnB exercem efeito sobre o 
sistema de transporte de amónio de A. brasilense nas condições testadas, sugerindo que os 
dados de transporte de metilamônio não podem ser extrapolados para o transporte de 
amónio. É importante notar que variações das concentrações de amónio na faixa de 5-50 
pmol/L são suficientes promover o seqüestro de GlnK do citoplasma por AmtB (JAVELLE 
et al., 2004). As concentrações de amónio empregadas nesse experimento são maiores do 
que essas concentrações, provavelmente chegando a ocorrer a captação de amónio pelo 
segundo mecanismo de transporte de baixa afinidade proposto por Dommelen et al., (1999) 
ou por simples difusão de amónio na forma não carregada de NH3.
O método de determinação de concentração de amónio permite a detecção de no 
mínimo 20 micromol/L (CHANEY & MARBACH), o que toma impossível determinar 
inequivocamente participação de GlnZ ou GlnB na captação de amónio de baixíssimas 
concentrações.
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FIG U R A  14 - EFEITO D A S PR O T EÍN A S GlnZ E GlnZ Y 51-F  N O  T R A N SPO R T E  DE




1 2 0 -
E  1 0 0 -  
<o
I  80-




-20 | i i—i-----1---1—i---1--- 1— i— i--- 1——i—i— i---1--1—i i
-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tempo (minutos)
No tempo zero foram adicionados 0,2 mmol/L de cloreto de amónio às culturas 
desreprimidas. As amostras coletadas foram imediatamente centrifugadas e a 
concentração de amónio no sobrenadante foi determinada pelo método de Indofenol. Os 
valores são médias de três experimentos independentes. As barras indicam o desvio 
padrão. O plasmídeo pJIl expressa a proteína GlnZ selvagem e o plasmídeo pJILZ51 
expressa a proteína mutante GlnZ Y51-F.
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FIG U R A  15 - EFEITO D A S PR O T EÍN A S G lnB E GlnZ N O  T R A N SPO R T E  DE
A M Ó N IO  EM  ESTIRPES DE A. brasilense
Tempo (minutos)
No tempo zero foram adicionados 0,2 mmol/L de cloreto de amónio às culturas 
desreprimidas. As amostras coletadas foram imediatamente centrifugadas e a concentração 
de amónio no sobrenadante foi determinada pelo método de Indofenol (CHANEY e 
MARBACH, 1962). Os valores são médias de três experimentos independentes e as barras 
indicam o desvio padrão.
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4.3.4 Taxa de Captação de Metilamônio
Na tentativa de refinar os dados obtidos por de ZAMAROCZY (1998) e de 
verificar se a participação da proteína GlnZ na captação de metilamônio é dependente do 
seu estado de uridililação ou dos resíduos 145 e R101 de GlnZ, culturas de A. brasilense 
estirpe FP2 (selvagem), 7611 (mutante glnZ), 7611 pJILZ51 (expressa GlnZ Y51-F) e 
7611 pJI 13 (expressa GlnZ I45-T;R101-C) tiveram o seu transporte de metilamônio 
determinado.
A figura 16 mostra que na estirpe selvagem a taxa de captação de metilamônio foi 
cerca de 5-7 vezes maior quando cultivada em condições de desrepressão, do que na 
presença de excesso de íons amónio. Este resultado é suportado por trabalhos anteriores 
que mostraram que a expressão do captador de metilamônio é inibida na presença de 
amónio (HARTMANN et al„ 1984; VAN DOMMELEN et al 1998).
A estirpe mutante 7611 (glnZ) apresentou taxa de transporte de amónio 
aproximadamente 2 vezes maior do que a da estirpe selvagem, como já  relatado por de 
ZAMAROCZY (1998). Este fenótipo foi complementado pelo plasmídeo pJIl 
expressando a proteína GlnZ selvagem. A pequena diferença na taxa de captação de 
metilamônio entre a estirpe selvagem e a estirpe 7611 pJIl provavelmente é devida a uma 
combinação de dosagem gênica (existem 2-5 cópias do vetor pLAFR318 por cada cópia 
de cromossoma).
A estirpe 7611 expressando a proteína GlnZ I45-T, R101-C possui essencialmente 
a mesma taxa de captação de metilamônio que a estirpe selvagem ou 761 lp JIl (expressa 
GlnZ), indicando que GlnZ I45-T,R101-C é capaz de complementar o fenótipo de 
captação de amónio do mutante glnZ. Estes resultados sugerem que o fenótipo de switch- 
off/switch-on da nitrogenase da estirpe 7611 pJI13 provavelmente é devido a interação da 
proteína mutante com e proteína DraG e não com AmtB.
O controle dc transportador de metilamônio na estirpe 7611 não é complementado 
pela proteína mutante GrlnZY51-F. Em E. coli, GlnK ama como regulador da atividade de
Resultados e Discussão 72
AmtB. A proteina GlnK não uridililada liga-se a transportador AmtB, inibindo sua 
atividade. Este efeito é absolutamente depende da uridililação de GlnK (COUTTS et al.,
2002). Os resultados mostrados aqui indicam que a proteína GlnZ atua de forma similar a 
GlnK de E. coli controlando a atividade de AmtB. Este controle depende da 
desuridililação reversível de GlnZ pela proteína GlnD e que o possível seqüestro de GlnZ 
por AmtB ligado à membrana seja um fator essencial para o controle da atividade do 
sistema DraT/DraG.
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FIG U R A  16: EFEITO D A S PR O T EÍN A S GlnZ E D E R IV A D A S N O  T R A N SPO R T E  DE
M ETILAM Ô NIO  EM  A. Brasilense
A)
Tempo (minuto)




















As culturas de A. brasilense foram crescidas em meio NFbHP contendo 5mM de 
glutamato (A), ou NFbHP contendo 20 mmol/L de amónio (B). No tempo zero foram 
adicionados 10pmol/L de [14C] metilamônio (atividade específica 0,546 pCi/mol). Amostras 
foram removidas nos diferentes tempos indicados. A radioatividade intracelular foi medida em 
aparelho phosphorimager (Storm 820 Molecular Dynamics- Amersham Biosciences).
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4.3.5 Utilização de Nitrato como Fonte de Nitrogênio
A capacidade de crescimento utilizando nitrato como única fonte de nitrogênio das 
estirpes 7628 (mutante glnB ), 7628 pJI5 (expressando GlnB), 7628 p J Ill  (expressando 
GlnB V100-A), 7628 contendo o plasmídeo pJIlO (expressando GlnB L13-P), 2812 
(mutante glnB glnZ), 2812 pJI5 (expressando GlnB), 2812 p J Ill  (expressando GlnB 
V I00-A), 2812 pJIlO (expressando GlnB L13-P), 2812 pJIl (expressando GlnZ 
selvagem) e 2812 pJIlZ51 (expressando GlnZ Y51-F) foi avaliada.
A TABELA 3 mostra que as estirpes FP2 e 7628 (mutante glnB) foram capazes de 
crescer utilizando nitrato como fonte única de nitrogênio, como já  descrito (DE 
ZAMAROCZY et al., 1998), enquanto o duplo mutante glnB glnZ  (2812) não foi capaz 
de crescer utilizando nitrato como única fonte de nitrogênio. Esse resultado indica que 
GlnB ou GlnZ é necessária para a ativação da expressão dependente da proteína NtrC do 
sistema assimilatório de nitrato em A. brasilense. O gene glnB  selvagem e a sua forma 
mutante glnB V 100-A expressos a partir do promotor lacZ complementaram o fenótipo de 
crescimento do mutante 2812, mas a forma mutante GlnB L13-P não foi capaz de reverter 
o fenótipo desta estirpe, sugerindo que o resíduo L13 é importante para a transdução de sinal 
por GlnB.
O resíduo Leu 13 é altamente conservado entre as proteínas GlnB e GlnZ (GlnK) de 
A. brasilense, E. coli, K. pneumoniae, GlnB e GlnK de H. seropedicae, GlnB, GlnJ, 
GlnK de R. rubrum e em vários outros organismos, entretanto nenhum estudo de 
mutagênese desse resíduo foi relatado. A mudança do aminoácido leucina, de cadeia 
lateral alifática, para prolina, de cadeia lateral cíclica, provavelmente restringe a 
conformação da cadeia polipeptídica. E provável, portanto, que esta mudança produza 
uma mudança substancial na estrutura da proteína.
O crescimento em nitrato do mutante 2812 não foi complementado pelo plasmídio 
p jil que expressa o gene glnZ  nativo. Â expressão da proteína GlnZ Y51-F peio 
plasmídio pJILZ51, por outro lado, restaurou o fenótipo selvagem. Em E. coli a
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expressão dos genes da via de utilização de nitrato requer altos níveis de NtrC-P 
(MILCAMPS et al., 1996). Em A. brasilense NtrC é necessária para crescimento em 
nitrato, portanto, esta característica pode servir de indicador do funcionamento do sistema 
Ntr como em E. coli. Tomados juntos, os resultados apresentados acima permitem 
concluir que: a) o sistema Ntr de A. brasilense esta reprimido na ausência de uma das 
proteínas PII; b) a proteína G lnZpode substituir a GlnB na regulação da proteína NtrB em 
A. brasilense', e c) a uridililação de proteína PII não é essencial para a desrepressão do 
sistema Ntr. Os resultados observados podem ser resultado de uma combinação de 
dosagem gênica e alteração de afinidade pelas proteínas receptoras de GlnZ ou GlnB.
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T A B E L A  3 - C R ESC IM EN TO  DE ESTIRPES DE A. brasilense U T ILIZA N D O
NIT R A TO  CO M O  FO NTE Ú N IC A  DE NITR O G ÊN IO
Crescimento dependente de nitrato
Estirpes Plasmídeo
nenhum pJI5 pJUO pJIll pJIl pJIlZ51
(GlnB) (GlnB L13-P) (GlnB V100-A) (GlnZ) (GlnZ Y51-F)
FP2 ++ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
7628 ++ ++ ++ n.d. n.d.
2812 - ++ ++ - +
As culturas foram inoculadas em meio NFbHP sólido contendo KNO3 10 mmol/L por 72h 
a 30°C, conforme descrito em materiais e métodos (item 4.3). Símbolos: ++, crescimento 
bacteriano, +, crescimento deficiente; - , ausência de crescimento, n.d., não determinado. FP2, 
estirpe selvagem; 7628, mutante glnB; 2812, duplo mutante glnB glnZ.
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A excreção de amónio em A. brasilense foi determinada nas estirpes capazes de 
crescer utilizando nitrato como fonte de nitrogênio: FP2 (selvagem), 7628 (mutante glnB), 
7628 expressando GlnB-His, 7628 expressando GlnB V100-A, 2812 (mutante glnBglnZ) 
expressando GlnB-His e 2812 expressando GlnB V100-A. As culturas foram crescidas 
em meio NFbHP líquido contendo como fonte de nitrogênio 10 mmol/L de KNO3. Após 
24 h de crescimento, as amostras foram coletadas, centrifugadas e a concentração de 
amónio no sobrenadante foi determinada pelo método do indofenol (CHANEY & 
MARBACH, 1962).
A figura 17 mostra que a estirpe 7628 excretou cerca de 700 mmol/L de NH4+. 
Este fenótipo foi completamente complementado pelo gene glnB expresso pelo plasmídeo 
pJI5 na estirpe 7628, que não produziu quantidade detectável de amónio após 24 h de 
crescimento. O gene mutante glnB  V I00-A não foi capaz de reverter o fenótipo 
completamente. A estirpe selvagem FP2 não excretou quantidades detectáveis de amónio, 
mas baixos níveis de amónio foram detectados nas culturas de 2812 expressando GlnB- 
His e 2812 expressando GlnB V I00-A. De Zamaroczy e colaboradores (1998) já  haviam 
observado que mutantes glnB de A. brasilense são capazes de excretar amónio quando 
crescidos em meio contendo nitrato. Estes autores complementaram este fenótipo com o 
plasmídeo pAB914 que expressa o gene glnB. O mesmo perfil foi observado na estirpe 
7628 contendo o plasmídeo pJI5 que expressa a proteína GlnB fundida à cauda de 
histidina, a partir do promotor p lac.
A proteína GlnB V I00-A expressa na estirpe 7628 foi incapaz de complementar 
totalmente o fenótipo de excreção de nitrato, indicando que o resíduo V ai-100 é 
importante para a atividade de GlnB na sinalização para o sistema Ntr. O resíduo V ai-100 
é encontrado nas proteínas GlnB e GlnK de E. coli, e nas proteínas GlnJ e GlnB de R. 
rubrurr F.-u A pneumoniae (GlnB e GlnK) e na proteína GlnB de R. rubrum esse resíduo 
foi substituído por uma isoleucina, e em GlnZ de A. brasilense ocorre uma alanina (ver
4.3.6 Excreção de N H 4+
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alinhamento na figura 12). Essa modificação é equivalente à modificação obtida ao acaso 
na proteína GlnB V I00-A. O resíduo V ai-100 apresenta-se próximo à alça C, que está 
localizada próxima às alças T e B da proteína adjacente, criando uma fenda. Essa fenda 
aparentemente é importante para a interação de PII com as diferentes proteínas alvo 
(JIANG et al., 1997). A modificação de um resíduo de valina, que apresenta um radical 
isopropil, por uma alanina, que apresenta somente um radical metil, pode gerar uma 
diminuição de contato na região, provocando mudanças funcionais na proteína GlnB.
A capacidade da estirpe 7628 (glnB negativo) crescer utilizando nitrato mostra que 
GlnZ é suficiente para desreprimir o sistema Ntr e sustentar a produção de quantidades 
suficientes de NtrC-P. Este conclusão é corroborada pela expressão elevada e constitutiva 
do promotor pglnZ, que é dependente de NtrC-P (DE ZAMAROCZY, 1998), sugerindo 
que GlnB é necessária para o controle da atividade fosfatásica de NtrB e, portanto, 
regulação da concentração intracelular de NtrC-P. E importante notar que o duplo 
mutante não foi capaz de utilizar nitrato, indicando que uma das proteínas PII deve estar 
presente para que ocorra desrepressão do sistema Ntr. Adicionalmente, a excreção de 
amónio pela estirpe 7628 nas condições do ensaio, sugere que o sistema de captação de 
amónio está comprometido. Em E. coli a proteína GlnK controla o transportador de 
amónio AmtB, ligando-se reversivelmente na forma desuridililada. Em Azospirillum  GlnZ 
parece ser a responsável por esta função. Juntos estes resultados sugerem que a expressão 
aumentada de GlnZ e desrepressão do sistema Ntr no mutante 7628 (glnB  ") são os fatores 
responsáveis pela excreção de íons amónio quando a estirpe é crescida na presença de 
nitrato como fonte de nitrogênio. A excreção de amónio provavelmente é aumentada 
pelos baixos níveis de glutamina sintetase desta estirpe (DE ZAMAROCZY, 1998), 
diminuindo a capacidade de captura de NH4+ formado pela nitrato redutase/nitrito 
redutase. O fenótipo é restaurado com a expressão de glnA a partir do plasmídeo pAB462 
(DE ZAMAROCZY et al.,1998 ).
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FIG U R A  17 - EFEITO D A  PR O T EÍN A  G lnB E SE U S M U T A N T E S N A  EX C R EÇ Ã O
D E A M Ó N IO  DE ESTIRPES D E  A. brasilense




























As culturas foram crescidas em meio NFbHP lactato, contendo como fonte de nitrogênio 
10mmol/L de KNO3. Após 24 h de crescimento amostras foram coletadas e o amónio excretado 
no meio (umol/L) foi medido utilizando o método do indofenol (CHANEY & MARBACH, 
1962). Os valores obtidos são médias de três experimentos independentes.
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6. CONCLUSÕES
Os resíduos V I00 e L13 são importantes para a atividade de nitrogenase, provavelmente 
sendo fundamentais para a ativação da proteína NifA em A. brasilense;
A uridililação de GlnZ é importante para a sinalização dos níveis de nitrogênio 
intracelular para as proteínas DraT/DraG;
A uridililação de GlnZ não é essencial para a ativação de DraT pela adição de íons 
amónio;
Os resíduos Ile-45 e Arg 101 da proteína GlnZ são importantes para a transdução de sinal e 
parecem estar envolvidos na sinalização de GlnZ para o sistema DraT/DraG;
GlnB ou GlnZ são necessárias para a ativação do sistema ssimilatório de nitrato, 
dependente de NtrC. A proteína GlnB aparentemente é reguladora primária da 
concentração intracelular de NtrC-P, mas a proteína GlnZ pode estimular a fosforilação 
de NtrC no mutante glnB  negativo de A. brasilense.
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